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RÉSUMÉ 
En occident, le cancer endométrial humain est le quatrième cancer en incidence chez la 
femme, mais il est le cancer gynécologique le plus fréquent. La cyclooxygénase-I et-2 
(COX-I et -2) sont les enzymes Iimitants de la transformation de l'acide arachidonique, 
un acide gras présent dans les membranes cellulaires, en prostaglandines (PGs). Ces 
dernières, plus particulièrement la prostaglandine E2 (PGE2), sont des éléments clés 
dans l'évolution et la transformation d'une tumeur. L'action de la PGE2 se fait via 
quatre récepteurs: EPI, EP2, EP3 et EP4. L'objectif de cette étude était, tout d'abord, 
de déterminer la présence en ARNm et en protéines COX-I et COX-2 et en ARNm des 
quatre récepteurs à la PGE2 chez les six lignées cellulaires gynécologiques humaines 
étudiées (HeLa, HEC-I-A, KLE, RL-95-2, Tshikawa et TOV -1 078D). Pour réaliser cet 
objectif, du RT-PCR quantitatif en temps réel a été effectué sur les lignées cellulaires 
afin de mesurer les taux des ARNm des COXs et des quatre récepteurs de la PGE2. 
Des analyses par Western blot ont été effectuées afin de mesurer l'expression protéique 
des COXs. Les résultats indiquent que seules les lignées HeLa, HEC-I-A, RL-95-2 et 
Ishikawa expriment et produisent la COX-l et/ou la COX-2 et expriment des taux 
considérables d'ARNm de l'un ou l'autre des récepteurs à la PGE2. Le second objectif 
était de déterminer si le resvératrol, un antioxydant présent dans le vin rouge, pouvait 
influencer la production de PGE2 et entraîner la mort apoptotique ou la prolifération 
cellulaire des six lignées cancéreuses à l'étude. Suite à des tests de prolifération 
cellulaire au MTT et des analyses Western blot avec le marqueur de prolifération 
CDC47, les résultats indiquent que le resvératrol tend à induire une diminution de la 
prolifération des cellules cancéreuses étudiées (excepté chez les cellules KLE) et ce, de 
manière dose et temps dépendant, mais variable selon la lignée cellulaire. Différentes 
méthodes de détection de l'apoptose (Hoechst, fragmentation d'ADN et Western blot 
contre la caspase-3 clivée) indiquent que le resvératrol induit à forte dose l'apoptose 
chez les cellules HeLa, HEC-I-A, Ishikawa, RL-95-2 et TOV-I078D alors que les 
cellules KLE demeurent résistantes. Puis, en réponse au resvératrol, la sécrétion de 
PGE2 diminue chez toutes les lignées cellulaires qui expriment COX-I et/ou COX-2. 
Puisque le resvératrol agit également chez les cellules TOV -1078D qui ne possèdent ni 
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COX-l, ni COX-2, le dernier objectif consistait alors à déterminer la ou les autres 
cibles cellulaires de celui-ci. Différentes cibles cellulaires telles que la PI 3-k, PKA, 
PKC, MEK-I et p38 MAPK ont été investi guées avec différents inhibiteurs, mais les 
résultats indiquent que le resvératrol n'agit pas sur ces cibles. En conclusion, le 
resvératrol induit une diminution de la prolifération cellulaire et une augmentation de 
l'apoptose chez cinq des six lignées cellulaires étudiées. Le resvératrol agirait 
possiblement via l'inhibition de l'activité enzymatique des COXs, induisant donc une 
diminution de production en PGE2, et/ou via un ou plusieurs autres mécanismes toujours 
inconnus à ce jour. 
Mots clés: Cancer endométrial humain, prostaglandines E2, COX-l, COX-2, récepteurs à 
la PGE2, resvératrol, prolifération cellulaire, apoptose. 
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1. Revue de la littérature 
1.1. Le cancer de l'endomètre 
Le cancer est une maladie de plus en plus fréquente au 21 ème siècle et le cancer 
endométrial ne fait pas exception. En effet, ce type de cancer est le quatrième en 
incidence chez la femme caucasienne, mais il est le plus fréquent cancer gynécologique 
diagnostiqué (Société Canadienne du Cancer). Pour l'année 2005, Statistiques Canada 
prévoyait que 3900 femmes recevraient un diagnostic positif d'un cancer endométrial et 
que 710 d'entre elles en mourraient. II existe des solutions pour traiter ce cancer. Une 
de celles-ci est un traitement aux agents chimiothérapeutiques (voir section 1.1.5.3). 
Par contre, les agents couramment utilisés pour ces traitements entraînent plusieurs 
effets secondaires. Parfois, ils ne sont pas totalement efficaces et plusieurs tumeurs y 
sont résistantes. II devient donc très important de trouver une autre molécule capable de 
guérir le cancer endomét~ial humain, voire même le prévenir. 
1.1.1. Anatomie, histologie et physiologie de l'utérus sain 
L'utérus (figure 1.1) est un petit organe qui a la grosseur et la forme d'une poire 
inversée et qùi est situé dans le bassin de la femme, entre la vessie et le rectum. II est 
impliqué dans plusieurs événements au cours de la reproduction (Tortora,2001). En 
effet, l'utérus fait partie du parcours des spermatozoïdes qui se dirigent vers les trompes 
de Fallope afin d'y féconder l'ovule. De plus, il est le siège de l'implantation de l'ovule 
fécondé, du développement de l'embryon et du fœtus durant la grossesse et il est mis à 
contribution lors de l'accouchement. L'utérus est également le siège des menstruations 
et ce, en absence d'ovule fécondé (Tortora,2001). 
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FIGURE 1.1 : Anatomie de l'appareil génital féminin (Tortora,2001). 
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D'un point de vue anatomique, l'utérus se divise en quatre parties: le fundus, la 
partie supérieure arrondie de l'utérus, le corps, la portion centrale effilée de l'utérus, le 
col, la partie inférieure étroite qui s'ouvre dans le vagin et l'isthme, la portion rétrécie 
située entre le corps et le col utérin (Tortora,2001). D'un point de vue histologique, le 
corps de l'utérus se subdivise en trois parties: le périmétrium, le myomètre et 
l'endomètre (Tortora,2001). Le périmétrium est une séreuse recouvrant l'utérus et 
faisant partie du péritoine viscéral. Le myomètre est composé de trois feuillets de fibres 
musculaires lisses, dont les couches externes et internes qui sont constituées de fibres 
musculaires longitudinales ou obliques et la couche moyenne qui est composée de 
fibres musculaires circulaires. L'endomètre (figure 1.2) est la tunique interne de 
l'utérus. C'est une muqueuse glandulaire composée d'un épithélium prismatique 
simple qui fait face à la lumière utérine, d'un stroma sous-jacent (tissu conjonctif) et de 
plusieurs glandes utérines qui s'invaginent dans l'épithélium pour se terminer près du 
myomètre. L'endomètre est constitué de deux couches cellulaires : une basale et une 
fonctionnelle (Tortora,2001). La couche fonctionnelle est la couche directement en 
contact avec la lumière utérine et elle se desquame au cours de la menstruation. La 
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couche basale est la couche permanente qui élabore une nouvelle couche fonctionnelle 
après chaque menstruation. Le col utérin n'est pas tapissé d'un endomètre, mais plutôt 




Stroma de l'endomètre 
Couche fonctionnelle 
Couche basale 
FIGURE 1.2 :Coupe histologique de l'utérus (Tortora,2001). 
L'endomètre, en réponse aux différentes hormones sécrétées par les ovaires au 
cours du cycle menstruel, s'épaissit dans le but de recevoir un ovule fécondé. 
L'œstrogène, sécrété principalement durant la phase pré-ovulatoire de l'endomètre 
permet la prolifération cellulaire de la couche basale et ainsi la construction de la 
couche fonctionnelle qui fait face à la lumière utérine (Franz, III,1988). Par la suite, la 
progestérone, en combinaison avec l'œstrogène, intervient dans la phase post-ovulatoire 
et permet la préparation de l'endomètre à l'implantation d'un ovule fécondé dans la 
couche fonctionnelle, par la croissance et l'emoulement des glandes utérines, 
l'augmentation de liquide dans les tissus, la vascularisation et l'épaississement de 
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l'endomètre (Franz, 111,1988). En absence d'ovule fécondé, la couche fonctionnelle de 
l'endomètre se desquame: il y a menstruation. Un nouveau cycle menstruel pourra 
alors débuter et la couche basale de l'endomètre, qui elle est permanente, permettra la 
régénération de la couche fonctionnelle. 
1.1.2. Cancérologie 
Le cancer est une maladie qui prend naissance dans nos cellules. Dans un 
organisme sain, les cellules répondent aux instructions qui leur sont données par les 
autres cellules du corps. Lorsqu'une cellule est endommagée, des mécanismes 
d'autodestruction et d'élimination des déchets sont enclenchés (Griffiths,2001). Dans 
un cas de cancer, la cellule est incapable de mourir; il y a donc prolifération continuelle 
de la cellule anormale et formation d'une masse cellulaire. Cette masse peut être 
bénigne si les cellules qui la constituent ressemblent aux cellules originales et agissent 
comme celles-ci (Stevens,2000). Dans ce cas, ces cellules demeurent circonscrites dans 
leur tissu d'origine et ne sont pas un danger pour l'organisme. Dans le cas où les 
cellules de la masse sont dédifférenciées et qu'elles ne sont donc plus capables 
d'exercer leurs fonctions, on parle alors de tumeur maligne ou de cancer 
(Stevens,2000). Ces cellules ont la capacité d'envahir le système et de se loger sur 
d'autres organes pour former des tumeurs secondaires que l'on nomme métastases. 
Les cellules endométriales sont très vulnérables aux transformations cancéreuses 
puisqu'elles sont constamment en multiplication durant le cycle menstruel. Le risque 
de mutations génétiques provoquant l'immortalité d'une cellule est donc grandement 
augmenté. De plus, l'endomètre, étant richement vascularisé et soumis à plusieurs 
facteurs de prolifération cellulaire, représente un lieu favorable au développement et au 
maintien des cellules cancéreuses. 
Le cancer de l'endomètre fait partie de la famille des cancers utérins (National 
Cancer Institute,2001). Dans la majorité des cas, le cancer se développe dans les 
cellules ciliées ou sécrétrices des glandes de l'endomètre. On nomme alors ce type de 
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cancer adénocarcinome de l'endomètre. On parle de sarcomes stromaux endométriaux 
lorsque la masse de cellules cancéreuses origine du tissu conjonctif de l'endomètre. Les 
carcinosarcomes endométriaux se développent à la fois au niveau de l'épithélium et du 
tissu conjonctif. Outre les cancers endométriaux, il existe d'autres types de cancers de 
l'utérus dont entre autre les léiomyomes, qui eux se développent dans la paroi 
musculaire de l'utérus, et les cancers du col de l'utérus, qui, comme le nom l'indique, se 
développent dans les cellules du col de l'utérus. Parfois les cellules d'un cancer 
deviennent trop indifférenciées et il est impossible d'identifier son origine. On appelle 
ces cancers carcinomes indifférenciés. 
Le cancer de l'endomètre est classifié selon des stades de 1 à IV (National Cancer 
Institute,2001). Un cancer de stade 1 est un cancer qui est limité au corps de l'utérus. 
Un stade II correspond à un cancer qui s'étend du corps au col utérin. On parle de 
cancer endométrial de stade III quand le cancer s'est propagé à l'extérieur de l'utérus, 
sans toutefois s'étendre à l'extérieur de la zone pelvienne. Finalement, le stade IV est le 
stade où le cancer forme des métastases à l'extérieur de la zone pelvienne. Les 
principaux lieux des métastases dans un cas de cancer de l'endomètre sont la vessie, le 
rectum, le foie, les poumons et les os. 
Quatre principaux mécanismes génétiques ont un rôle dans le développement du 
cancer chez l'humain (Stevens,2000). Il yale fonctionnement anormal du système de 
réparation de l'ADN qui intervient dans la carcinogénèse. En effet, une cellule possède 
des mécanismes lui permettant d'interrompre le cycle cellulaire et de réparer les 
mutations survenues dans son ADN. Sans ce genre de système, les mutations se 
transmettent de génération en génération altérant ainsi le fonctionnement adéquat de la 
cellule. Puis, il y a la transformation d'un gène normal de survie cellulaire (proto-
oncogène) en oncogène. Dans ce cas, le gène de survie sera toujours actif permettant 
ainsi la prolifération continuelle de la cellule. Le fonctionnement anormal d'un gène 
suppresseur de tumeur est un facteur qui intervient dans le développement du cancer. 
Ces gènes codent normalement pour des protéines qui envoient des signaux de mort aux 
cellules défectueuses. Ce sont donc des anti-oncogènes. Une défectuosité à ce niveau 
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permet une prolifération continuelle de la cellule étant donné qu'une protéine du suicide 
cellulaire n'assume plus sa fonction. La suractivation de gènes qui dans des 
circonstances normales préviennent la mort cellulaire est aussi un événement impliqué 
dans la cancérisation. Dans la majorité des cas de cancers, il y a présence de ces quatre 
mécanismes. 
1.1.3. Causes 
Le cancer de l'endomètre n'est pas attribuable à une seule et unique cause. Par 
contre, plusieurs études ont démontré que toutes situations augmentant l'exposition 
d'une femme aux œstrogènes augmentent les risques de développer un cancer de 
l'endomètre (Gambrell, Jr.,1977; Thom,1980). Les femmes de 50 ans et plus sont les 
plus à risque de développer ce type de cancer puisqu'elles ont été soumises à plusieurs 
cycles œstrogéniques au cours de leur vie. Celles ayant eu leurs premières 
menstruations à un âge précoce et une ménopause tardive seront exposées aux 
œstrogènes sur une longue période augmentant ainsi le risque de développer un cancer 
de l'endomètre. Des études ont démontré qu'un traitement prolongé au médicament 
nommé tamoxifène augmenterait les risques de cancer de l'endomètre (Burke,2005). 
En effet, le tamoxifène est un anti-œstrogène synthétique utilisé comme traitement du 
cancer du sein, mais qui, au niveau de l'endomètre, agit comme agoniste de 
l'œstrogène, augmentant ainsi les risques de développer un cancer endométrial 
(Fisher, 1994). Puis, étant donné que les cellules adipeuses possèdent des aromatases 
ayant la capacité de transformer des précurseurs de l'œstrogène, des androgènes tous 
dérivés de la prégnénolone, en œstrogène (Deslypere, 1985), les personnes obèses 
produiront des quantités élevées d'œstrogène, augmentant une fois de plus le risque de 
développer ce cancer. 
Il existe, par contre, des facteurs de protection du cancer de l'endomètre. La 
contraception orale avec progestérone semble avoir un effet protecteur au niveau de 
l'endomètre. La progestérone inhiberait l'effet de l'œstrogène sur l'endomètre 
(Chen,2005), diminuant ainsi le risque de cancer de l'endomètre. Le nombre de 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
8 
grossesse d'une femme peut également devenir un facteur de protection. Étant donné 
que les cycles menstruels cessent au cours d'une grossesse, la femme sera donc exposée 
à une quantité moins grande en œstrogène au cours de sa vie et sera moins à risque de 
développer ce cancer. Par contre, la nulliparité et l'infertilité chez la femme deviennent 
donc des facteurs de risque du cancer endométrial. 
1.1.4. Signes, symptômes et diagnostic de la maladie 
Le signe classique du cancer de l'endomètre est un saignement vaginal anormal 
(National Cancer Institute,2001), soit un saignement entre les menstruations, un 
saignement abondant durant les menstruations, un saignement chez la femme 
ménopausée ou encore un saignement après une relation sexuelle. Le cancer peut aussi 
se manifester par des douleurs pelviennes ou par des pertes vaginales aqueuses, 
jaunâtres et nauséabondes. À un stade plus avancé de la maladie, les signes et 
symptômes deviennent plus généralisés comme, par exemple, une perte de poids, une 
faiblesse généralisée, des problèmes intestinaux ou encore des hémorragies. Tous ces 
signes et symptômes peuvent être retrouvés en cas de cancer de l'endomètre, mais ne 
sont pas nécessairement annonciateurs d'un cancer de l'endomètre. 
Le diagnostique du cancer de l'endomètre se fait surtout par dilatation du col de 
l'utérus et par prélèvement d'un morceau de tissu endométrial, par biopsie ou curetage 
de l'endomètre. Par l'analyse du tissu au microscope, le pathologiste sera en mesure de 
déterminer s'il s'agit de cellules cancéreuses selon différentes caractéristiques dont, 
entre autre, la morphologie cellulaire, la morphologie nucléaire, la quantité de cellules 
en mitose et le rapport noyau/cytoplasme (Stevens,2000). C'est également lors de ces 
tests que le pathologiste peut déterminer le type de cancer et le stade de celui-ci. 
1.1.5. Traitements 
Le cancer de l'endomètre, lorsqu'il est diagnostiqué à un stade précoce de la 
maladie, est un cancer qui donne un taux de survie assez élevé, soit près de 80% 
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(Statistiques Canada). Les principaux traitements à ce jour sont: la chirurgie, la 
radiothérapie, la chimiothérapie et l'hormonothérapie. Le choix du traitement dépendra 
principalement de la grosseur et du stade de la tumeur. Ces traitements peuvent être 
employés seuls, surtout dans un stade précoce de la maladie où souvent seule la 
chirurgie est nécessaire. Par contre, il existe plusieurs cas où il est impossible 
d'appliquer ces solutions seules et où l'on doit alors les appliquer en combinaison. 
1.1.5.1. La chirurgie 
La chirurgie consiste à enlever la masse cancéreuse, mais dans la majorité des cas, 
surtout lorsque la femme n'est plus en âge de se reproduire, on procède à une 
hystérectomie totale avec salpingo-ovariectomie bilatérale (National Cancer 
Institute,2001). Cette chirurgie consiste en fait à enlever l'ensemble de l'utérus, mais 
aussi les deux trompes de Fallope et les deux ovaires. Cette intervention peut se faire 
par voie abdominale ou vaginale. Souvent, quelques ganglions locaux seront également 
excisés afin de s'assurer que le cancer ne s'est pas propagé. Bien que cette méthode 
soit radicale puisqu'elle consiste à l'ablation totale de l'appareil reproducteur interne 
féminin, elle est peu dangereuse, elle évite les récidives et elle est souvent utilisée seule, 
sans avoir recours à d'autres traitements comme la radiothérapie, la chimiothérapie et 
l'hormonothérapie. 
1.1.5.2. La radiothérapie 
La radiothérapie est en fait la destruction des cellules cancéreuses par rayons X de 
haute énergie et elle est surtout employée chez les patientes souffrant d'un cancer de 
stade I, II ou III (National Cancer Institute,2001). Il existe deux types de radiothérapie. 
La première est par voie externe et consiste à envoyer les rayons directement sur la 
tumeur de façon à épargner le plus possible les tissus sains. En radiothérapie interne, 
aussi appelée curiethérapie, des tubes contenant des éléments radioactifs sont 
directement insérés dans le vagin. Cette technique est très efficace pour tuer les cellules 
cancéreuses, mais elle touche parfois les cellules saines, ce qui en fait son inconvénient 
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le plus important. Certaines patientes auront recours aux deux types de radiothérapie. 
Dans la majorité des cas, la radiothérapie est utilisée en combinaison avec la chirurgie 
chez les patientes ayant un cancer plus largement étendu. 
1.1.5.3. La chimiothérapie 
Lorsque le cancer n'est pas complètement éliminé après une première thérapie, on 
a recours à la chimiothérapie. La chimiothérapie est la thérapie qui consiste à détruire 
le cancer par l'administration de médicaments qui vont aller interférer avec les 
mécanismes intracellulaires des cellules cancéreuses (voir section 1.1.2 Cancérologie) 
et ainsi empêcher le développement et la propagation de celles-ci (Kufe,2003). Les 
médicaments peuvent être administrés en monothérapie, mais, dans la plupart des cas, 
on utilise une combinaison de molécules chimiothérapeutiques. On utilise différentes 
molécules qui ont des pourcentages d'efficacité variables, telles le paclitaxel (efficace 
dans 36% des cas), le carboplatine (efficace dans 29% des cas), la doxorubicine 
(efficace dans 26% des cas), le cisplatine (efficace dans 25% des cas), et bien d'autres 
(Kufe,2003). Lorsque deux molécules chimiothérapeutiques sont utilisées en 
combinaison, l'efficacité du traitement est augmentée, comme c'est le cas pour une 
combinaison doxorubicine-cisplatine, où le pourcentage de réponse au traitement est 
augmenté à 62% (Kufe,2003). L'administration de ceS médicaments se fait par voie 
intraveineuse. Bien que la chimiothérapie soit très efficace pour tuer les cellules 
cancéreuses, les molécules attaquent aussi les cellules saines du corps entraînant ainsi 
des effets secondaires tels des nausées, des vomissements, une perte d'appétit, une 
fatigue, une perte de cheveux et un risque accru d'infections (National Cancer 
Institute,200 1). De plus, certains médicaments chimiothérapeutiques augmentent les 
risques de développer un autre cancer. C'est le cas du tamoxifène, un traitement 
efficace utilisé pour traiter les femmes atteintes d'un cancer du sein, mais qui, dans 
plusieurs cas, développeront quelques années plus tard un cancer endométrial, causé par 
ce médicament (Fisher, 1994). Le tamoxifène, au niveau des cellules du sein, a un effet 
antiprolifératifpuisqu'il agit comme antagoniste de l'œstrogène. Par contre, il induit la 
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prolifération cellulaire des cellules endométriales par son effet agoniste des récepteurs à 
l'œstrogène. 
1.1.5.4. L'hormonothérapie 
L'hormonothérapie est le traitement le mOInS souvent employé, puisque son 
efficacité est très faible, soit moins de 10% (Kufe,2003). Elle consiste à administrer à 
la patiente des comprimés ou des injections d'hormones, qui le plus souvent est la 
progestérone (National Cancer Institute,2001). Ceci permet de freiner la prolifération 
cellulaire et ainsi réduire la taille de la tumeur. Seules les cellules cancéreuses bien 
différenciées qui expriment encore les récepteurs à l'hormone administrée peuvent 
répondre à ce traitement (Davies,2005). L'hormonothérapie a un effet systémique 
puisqu'elle peut affecter toutes les cellules du corps qui produisent les récepteurs à 
1 'hormone utilisée. 
1.1.6. Les voies d'avenir 
Bien que le cancer endométrial soit un cancer qui a un taux de survie élevé, soit 
près de 80%, les solutions pour le contrer sont radicales (chirurgie) et provoquent des 
nombreux effets secondaires (radiothérapie et chimiothérapie). L'inconvénient majeur 
est le fait que ces traitements soient inefficaces chez plusieurs patientes. Les chercheurs 
mettent tous leurs efforts à comprendre les mécanismes de résistance aux traitements 
(Gagnon,2004a) ou encore essaient de trouver de nouvelles molécules qui pourraient 
être efficaces pour traiter ce cancer (Gagnon,2004b). Par contre, depuis quelques 
années, les chercheurs concentrent de plus en plus leurs efforts à la prévention de la 
maladie. Des études démontrent que la diète et l'activité physique pourraient prévenir 
le cancer de l'endomètre (Goodman, 1997; Olson,1997). De plus, différentes molécules 
naturellement présentent dans les aliments ont été étudiées dans la prévention du cancer, 
entre autre dans la prévention du cancer de la prostate (James,2003; Stacewicz-
Sapuntzakis,2005). Par exemple, le resvératrol (voir section 1.4) est une molécule de 
plus en plus étudiée au niveau du cancer de la prostate (Hsieh,1999), du sein 
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(Mgbonyebi,1998) et du colon (Schneider,2000) et pourrait devenir une bonne solution 
pour traiter et même prévenir le cancer de l'endomètre. 
1.2. Mort cellulaire 
Dans un état physiologique normal, la prolifération cellulaire est un processus 
bien contrôlé. Il doit y avoir un contrôle génétique du nombre de cellules et ce, grâce à 
un équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire. Lorsqu'il y a un dérèglement de 
la mort cellulaire, on assiste alors à une prolifération cellulaire incontrôlée, tel est le cas 
dans le cancer. Il existe plusieurs types de mort cellulaire dont le plus connu et le plus 
étudié est l' apoptose. 
1.2.1. Apoptose 
L'apoptose, un processus de mort cellulaire découvert au début des années 1970 
(Kerr,1972), est l'autodestruction d'une cellule et l'élimination de ses déchets, suite à 
des dégâts intracellulaires (voie intrinsèque) ou par des signaux émis par les cellules 
avoisinantes (voie extrinsèque). L'apoptose est en quelque sorte un suicide cellulaire. 
Bien que la mort apoptotique soit enclenchée dans de nombreuses circonstances, la 
suite d'événements morphologiques demeure toujours la même (figure 1.3). 
Morphologiquement, on observe un rétrécissement cellulaire, des boursouflements de la 
membrane plasmique, la condensation de la chromatine dans le noyau de la cellule, la 
fragmentation de l'ADN à des endroits spécifiques, la fragmentation de la cellule et la 
formation de petits corps apoptotiques (Kerr,1972). L'élimination des corps 
apoptotiques se fait par phagocytose, un mécanisme par lequel des cellules 
immunitaires de l'organisme, les macrophages, englobent et digèrent les déchets sans 
toutefois engendrer une réaction immunitaire (Stevens,2000). 















FIGURE 1.3 : Représentation schématique du mécanisme d'apoptose (Lodish,2000). 
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L'apoptose est enclenchée par différents signaux cellulaires, comme une carence 
en facteurs de croissance, l'activation de certains récepteurs membranaires par des 
ligands de mort cellulaire (le ligand Fas ou les facteurs de nécrose tumorale), 
l'activation de certains récepteurs nucléaires (glucocorticoïdes), des dommages 
membranaires ou à l'ADN (Stevens,2000). Ces signaux, lorsque interprétés par la 
cellule cible, enclencheront les mécanismes d'apoptose. L'apoptose peut se produire 
dans plusieurs situations. Par exemple, lors du développement embryonnaire, 
l'apoptose est nécessaire à la formation des doigts qui, au départ, ressemblent à des 
palmes. Les cellules de la palme entrent en apoptose donnant ainsi l'allure normale aux 
doigts (Stevens,2000). L'apoptose est également nécessaire au maintient de 
l'homéostasie permettant ainsi à l'organisme d'éliminer les cellules plus vieilles et de 
les remplacer par de nouvelles cellules (Stevens,2000). L'apoptose permet aussi 
l'élimination des cellules devenues nuisibles au fonctionnement normal de l'organisme 
évitant ainsi le développement de cancer (Stevens,2000). Donc, un problème au niveau 
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de la machinerie de l'apoptose constitue un élément contribuant à l'apparition d'un 
cancer. 
L'apoptose est un phénomène fréquent au niveau de l'endomètre normal 
(Gosden, 1 997). En effet, les menstruations surviennent grâce au mécanisme d'apoptose 
(Bulletti,1998). Les cellules endométriales humaines, n'ayant pas reçu de signaux 
embryonnaires, entrent en apoptose permettant ainsi la desquamation de la couche 
fonctionnelle de l'endomètre qui est, à ce stade du cycle menstruel, remplie d'artères 
spiralées. Il y alors menstruations et début d'un nouveau cycle menstruel. 
1.2.1.1. Les caspases 
Les effecteurs cellulaires de l'apoptose sont en fait des protéases qui contiennent 
des cystéines et qui sont spécifiques à l'aspartate, les caspases (pour "cysteine-
containing aspartate-specific proteases"). Les caspases sont des protéines riches en 
cystéine qui ont la capacité, une fois activées, de cliver d'autres protéines cibles au 
niveau de leur résidus d'aspartate. Certaines caspases sont activées par des signaux 
d'activation émis par d'autres classes de protéines (Griffiths,2001), on les nomme alors 
les caspases initiatrices (caspase-2, -8, -9 et -10). Une fois activée, une caspase 
initiatrice va cliver, au niveau de leurs résidus d'aspartate, d'autres caspases, appelées 
caspases exécutrices (caspase-3, -6 et -7), engendrant ainsi une cascade de caspases 
(chaîne d'activation d'une caspase à une autre). Les caspases exécutrices procèdent a 
un clivage enzymatique des protéines cibles (figure 1.4). Parmi ces cibles, il y a, entre 
autre, la protéine séquestrant l'ADN endonucléase. Suite au clivage de cette protéine, 
l'ADN endonucléase peut alors procéder à la fragmentation de l'ADN. Les caspases 
exécutrices ont également comme cibles les protéines du cytosquelette, ce qui entraîne 
une perte de la forme normale de la cellule. Ces caspases agissent sur d'autres cibles 
conduisant à la rupture des organites et à la fragmentation de la cellule, donc à 
l'autodestruction de celle-ci (Griffiths,200 1). 
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FIGURE 1.4 : Représentation schématique de l'activité des caspases (Griffiths,2001). 
1.2.2. Autres morts cellulaires 
Il existe d'autres types de mort cellulaire dont notamment la nécrose. La nécrose 
se différencie de l'apoptose par plusieurs caractéristiques. En effet, la nécrose est un 
processus de mort accidentelle qui peut survenir suite à une infection (ex. : bactérienne) 
ou à un stress quelconque (ex. : température). C'est un processus qui, contrairement à 
l'apoptose, provoque la mort de plusieurs cellules en même temps. On assiste alors à 
un gonflement de la cellule, une dégradation de l'ADN de manière non-spécifique, à 
une lyse membranaire et dissolution de son contenu, ce qui entraîne une forte réaction 
immunitaire à l'endroit de la nécrose (Okada,2004). 
L'apoptose et la nécrose sont les deux types de mort cellulaire dont on entend le 
plus parler. La mort cellulaire peut également s'effectuer via d'autres mécanismes, 
dont l'autophagie et la catastrophe mitotique. L'autophagie est le processus par lequel 
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une cellule s'autodétruit via une dégradation cellulaire par ses lysosomes (Okada,2004). 
Ce mécanisme est indépendant des caspases, mais tout comme l'apoptose, c'est un 
suicide cellulaire programmé qui touche une seule cellule. La catastrophe mitotique est 
également un mécanisme de mort cellulaire programmée indépendant des caspases. Par 
contre, celle-ci se produit lorsqu'il ya erreur lors de la mitose. Morphologiquement, la 
catastrophe mitotique se décrit comme étant une énorme cellule multi-nucléée 
contenant de la chromatine non condensée (Okada,2004). 
1.3. Les prostaglandines et les cyclooxygénases 
Plusieurs gènes interviennent dans l'apparition et la propagation d'un cancer. Les 
produits des gènes des prostaglandines (PGs) et des cyclooxygénases (COXs) sont des 
éléments de la cellule impliqués dans sa survie et sa prolifération cellulaire, donc 
souvent surproduits dans les cellules cancéreuses (DuBois,1998). 
1.3.1. Les prostaglandines 
Les PGs sont des petites hormones lipophiles (masse moléculaire d'environ 350 
g/mol) faisant partie, avec les thromboxanes (TXs) de la famille des eicosanoïdes (eckos 
= vingt; oide = semblable à). Ces hormones sont dérivées de l'acide arachidonique, un 
acide gras de 20 carbones présent dans la membrane cellulaire. Suite à un clivage des 
phospholipides membranaires par une phospholipase, principalement la phospholipase 
A2 (PLA2), l'acide arachidonique est libéré dans la cellule. Ensuite, les enzymes COXs, 
via leur fonction oxydase, transforment l'acide arachidonique en prostaglandine 02 
(PGG2), qui elle sera à son tour transformée par les COXs, via leur fonction 
peroxydase, en prostaglandine H2 (PGH2). Cette dernière servira de substrats pour la 
formation des autres PGs, telles la PGh, la PGD2, la PGE2 et la PGF2CL (figure 1.5), via 
différents prostaglandines synthases (PGS), dont la PGIS, PGDS, POES et PGFS. La 
TXA2 est, elle aussi formée à partir de la PGH2, mais via la thromboxane synthase 
(TXS). 
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FIGURE 1.5 : Représentation schématique de la synthèse des prostaglandines et de la 
thromboxane A2 à partir de l'acide arachidonique (Narumiya,1999). 
Les PGs sont d'importantes hormones locales aux niveaux des différents systèmes 
physiologiques du corps humain. Elles peuvent agir de façon autocrine ou paracrine. 
Au niveau le l'endomètre humain, c'est la PGE2 qui est plus abondante et la plus 
importante (Pickles,1965). Elle est produite par les cellules épithéliales et stromales de 
l'endomètre (Lumsden, 1984). Elle est impliquée dans le processus de décidualisation 
permettant l'implantation de l'embryon (Ishihara,1986), dans l'initiation de 
l'accouchement chez la femme (MacDonald, 1978) et dans le cycle menstruel 
(Singh,1975). Bien que d'un point de vue physiologique la PGE2 soit très importante, elle 
possède également des propriétés pro-cancers (figure 1.6) par l'activation des protéines de 
survie cellulaire AMPc, IP3, MAP-kinases et phosphatidylinositol 3-kinase/Akt 
(Sales,2003). En effet, la PGE2 induit l'angiogénèse (Sales,2002; Tsujii,1998), ce qui 
permet une augmentation de l'apport en sang et nutriment à la tumeur. Elle inhibe 
l'apoptose et augmente la prolifération cellulaire (Jabbour,2002; Jabbour,2003), elle 
augmente le potentiel métastatique des cellules (Okuno, 1995; Tsujii, 1997) et elle possède 
une action d'immunosuppression (DeWitt,1991; Halme,1988; Kelly,1995). La PGE2 se 
retrouve dans le milieu extracellulaire en concentration allant de 3 à 12 pg/mL 
(Fitzpatrick,1980), mais elle est rapidement métabolisée par le foie en un métabolite 
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inactif, le 13, 14-dihydro-15-kéto PGE2 (Hamberg,1971). Elle a une demi-vie très 
courte, soit 30 secondes (Fitzpatrick,1980), ce qui explique pourquoi la PGE2 ne peut 
avoir une action systémique. Ceci est très important d'un point de vue physiologique 
car la PGE2 peut agir a plusieurs endroits dans le corps humain. Par exemple, la PGE2, 
est en partie responsable de la fièvre suite à son action sur l'hypothalamus antérieur 
(Blatteis,2005). L'action locale de cette PG empêche qu'il y ait fièvre à chaque fois que 
celle-ci est produite. 
PGE. lrom seminal plasma 
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FIGURE 1.6 : Représentation schématique des rôles de la PGE2 (Sales,2003). 
1.3.2. Les cyclooxygénases 
La COX est l'enzyme limitant de la transformation de l'acide arachidonique en PGs. 
Elle existe sous deux isoformes. La COX-l est l'isoforme constitutive tandis que la COX-
2 est l'isofonne induite suite à différents stimuli mitogéniques ou inflammatoires. Il a été 
démontré que la COX-l est surexprimée dans différents cancers tel le cancer du sein 
(Hwang,1998), de la prostate (Kirschenbaum,2000) et du col utérin (Sales,2002) et qu'elle 
a un rôle dans la tumorigénèse (Chulada,2000; Narko,1997). La COX-2 peut elle aussi 
être surexprimée dans le cas du cancer du sein (Hwang,1998), de la prostate 
(Gupta,2000; Kirschenbaum,2000) et du col utérin (Kulkami,2001). La présence de la 
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COX-1 et de la COX-2 a également été démontré dans le cancer de l'endomètre chez la 
femme (Uotila,2002). La COX-2, tout comme la COX-l, joue donc un rôle dans la 
tumorigénèse (Trifan,2003). L'inhibition des COXs pourrait donc représenter une 
bonne stratégie pour prévenir et vaincre le cancer (Subbaramaiah,1997). 
1.3.3. Les récepteurs de la prostaglandine E2 
L'action de la PGE2 se fait via l'activation de quatre récepteurs, nommés EPI, EP2, 
EP3 et EP4 (figure 1.7). Tous ces récepteurs sont couplés à une protéine G, mais induisent 
différents signaux intracellulaires et la transcription de différents gènes (Coleman, 1994; 
Narumiya,1999). Le récepteur EPI, lorsqu'il est activé, induit une mobilisation du 
calcium intracellulaire et de l'inositol triphosphate (lP3) via une protéine Gq. Les 
récepteurs EP2 et EP4 ont une action similaire: ils augmentent la concentration interne 
d'adénosine 3',5'-monophosphate (AMP cyclique ou AMPc) via l'activation d'une 
protéine Gs. Le récepteur EP3 existe sous plusieurs isoformes et peut avoir des actions 
opposées (Namba,1993). Son action la plus fréquente est l'inhibition de l'adénylate 
cyclase via une protéine Gi entraînant une diminution de l' AMPc et ainsi, une diminution 
de la transcription de différents gènes. Le récepteur EP3 peut également, lorsqu'il est 
couplé à une protéine Gs, avoir une action positive sur l'AMPc ou, lorsqu'il est couplé à 
une protéine Gq, induire l'augmentation de calcium intracellulaire et l'accumulation d'IP3. 
Bien que la plupart des récepteurs à la PGE2 soient membranaires (Sales,2003), certaines 
études ont démontré que des récepteurs EP3 et EP4 pouvaient parfois être présents sur la 
membrane nucléaire permettant ainsi une action plus rapide de la PGE2 nouvellement 
produite (Bhattacharya, 1998; Bhattacharya,1999). La coexpression de tous les sous-types 
des récepteurs à la PGE2 dont les actions peuvent être opposées permet le maintien de 
l'homéostasie suite à une forte décharge de PGE2 qui agit immédiatement de façon 
autocrine et paracrine (Ashby,1998). 
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FIGURE 1.7 : Représentation schématique de l'activité des récepteurs à la PGE2 
(Sales,2003). 
1.4. Le resvératrol 
Au cours des dernières années, différents agents chimiothérapeutiques reconnus 
pour leur capacité à induire l' apoptose ont été étudiés dans le but de guérir les cancers 
utérins (Gagnon,2004b; Muggia,2004). La plupart de ces agents chimiothérapeutiques 
sont des molécules synthétiques, souvent très nocives pour les cellules normales du 
corps humain. Par contre, depuis quelques années, une molécule naturellement présente 
dans l'alimentation, le 3,4' ,5-trihydroxy-trans-stilbène (figure 1.8), plus communément 
appelé resvératrol, fait l'objet de plusieurs études (Langcake,1977; Yao,2004). 
1.4.1. Caractéristiques 
Le resvératrol est une phytoalexine, c'est-à-dire une substance que certaines 
espèces végétales synthétisent en réponse à un stress environnemental ou à une attaque 
d'un pathogène (Langcake,1977). On retrouve principalement le resvératrol dans la 
pelure des raisins rouges. Par conséquent, il est présent en concentrations variables 
dans différents vins rouges (Celotti,1996). La pelure d'un raisin frais peut contenir 
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entre 50 et 100 mg de resvératrol par gramme de pelure et dans le vin rouge, la 
concentration en resvératrol varie de 0,2 mg/l à 15 mg/l (environ 0,88- 65 ~M). Le 
resvératrol est aussi retrouvé, en plus faible quantité, dans les arachides et d'autres 
petits fruits tels les raisons verts, les mûres, les bleuets et les canneberges 
(Aggarwal,2004). Le resvératrol peut également exister sous une forme cis (3,4',5-
trihydroxy-cis-stilbène), mais il est retrouvé en moins grande quantité dans le vin 
(Goldberg,1996). Le resvératrol fait aussi partie de la famille des phytœstrogènes étant 
donné que cette molécule provient d'une plante et qu'elle a une structure qui ressemble 
à celle de l' œstrogène synthétique, le diéthylstilbestrol (Gehm,1997) (figure 1.9). Il 
peut agir comme agoniste des récepteurs à l'œstrogène et ainsi induire la prolifération 
cellulaire, alors que parfois il induit une diminution de la prolifération cellulaire en 
agissant comme anti-œstrogène (Bhat,2001a; Bowers,2000). 
Qi 
FIGURE 1.8 : Représentation schématique de la structure chimique du resvératrol. 
1.4.2. Modes d'actions 
Des études suggèrent qu'une consommation régulière et modérée de vin rouge 
peut avoir des effets bénéfiques sur la santé humaine (Fremont,2000; Yao,2004), alors 
que les autres boissons alcoolisées auraient des effets plus néfastes (Driver, 1987; 
Thomas,1995). La majorité des études effectuées avec le resvératrol ont été réalisées au 
niveau du système cardiovasculaire. En fait, les chercheurs ont tenté d'expliquer ce que 
l'on nomme aujourd'hui le paradoxe français. En effet, les habitants de la France 
boivent régulièrement du vin rouge et le taux de maladies cardiaques est moins élevé et 
ce, malgré une diète très riche en aliments gras de source animale. Les chercheurs ont 
découvert que le vin rouge contient beaucoup de substances phénoliques qui sont de 
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puissants antioxydants faisant la lutte au mauvais cholestérol (LDL ou "Low density 
lipoprotein"), ce dernier étant impliqué dans la formation de plaque d'athérome et étant 
à l'origine de nombreuses attaques cardiaques fatales (Frankel,1993). On sait 
maintenant que le resvératrol a aussi un effet cardio-protecteur de par sa capacité à 
inhiber l'agrégation plaquettaire (Pace-Asciak,1995). Ceci permet de diminuer la 
formation d'agrégat pouvant aboutir à la formation d'un caillot ou thrombus qui 
obstruerait les vaisseaux provoquant ainsi un arrêt cardiaque. Le resvératrol a 
également une activité anti-inflammatoire au niveau du système cardio-vasculaire en 
permettant l'inhibition de la synthèse et de la sécrétion de l'oxyde nitrique synthase et 
de la COX-2, des médiateurs de l'inflammation (de la Lastra,2005). 
FIGURE 1.9 : Schéma comparatif de la structure chimique de l'œstrogène ("estradiol"), 
de l'œstrogène synthétique (le diéthylstilbestrol) et du resvératrol (Gehm,1997). 
Vers la fin des années 1990, des études effectuées à plusieurs endroits dans le 
monde, notamment en Allemagne, aux États-Unis et en Chine, ont démontré qu'une 
consommation régulière et modérée en vin rouge contribuait non seulement à diminuer 
la mortalité causée par les maladies cardio-vasculaires, mais aussi la mortalité totale de 
la population (Keil,1997; Peele,1997; Yuan, 1997). C'est à ce moment que les 
chercheurs ont commencé à étudier les actions des composants du vin rouge, surtout le 
resvératrol, sur différentes pathologies. Les chercheurs ont alors trouvé que le 
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resvératrol, grâce son activité anti-oxydante, aurait un effet protecteur sur les cellules 
neuronales (Tredici,1999) et préviendrait donc les maladies neurodégénératives comme 
l'Alzheimer (Draczynska-Lusiak,1998; Tredici, 1999). Au cours des dernières années, 
c'est plutôt le rôle du resvératrol comme agent anticancéreux qui a fait l'objet de plus 
d'étude. C'est l'équipe de Jang et al. (1997) qui fut la première à proposer que le 
resvératrol pouvait avoir un effet anti-cancer. En effet, ils ont démontré que le 
resvératrol a la capacité d'interférer avec des événements cellulaires associés à 
l'initiation, la promotion et la progression des multiples étapes de la carcinogénèse. 
Suite à cette étude, des travaux ont été effectués sur différents types de cancers et des 
propriétés anti-cancers du resvératrol ont été démontrées notamment au niveau du cancer 
du sein (Mgbonyebi,1998), oral (EIAttar, 1999), de la prostate (Hsieh,1999), du colon 
(Mutoh,2000), du foie (Delmas,2000) et des leucémies (Clement,1998). Les effets du 
resvératrol au niveau des cancers utérins ont été très peu étudiés. 
Il existe, à ce jour, seulement deux études sur les effets du resvératrol au niveau du 
cancer de l'endomètre humain. Récemment, les chercheurs Bath et Pezzuto (2001 b) 
démontrèrent pour la première fois que le resvératrol peut agir en temps qu'anti-
œstrogène sur une lignée cancéreuse de l'endomètre humain par la régulation négative 
du récepteur ER-a à l' œstrogène. Ainsi, les récepteurs à l' œstrogène étant présents en 
moins grande quantité, 'une plus petite quantité d'œstrogène pourra aller si fixer et la 
prolifération cellulaire sera diminuée. Une autre équipe a également démontré que le 
resvératrol peut inhiber la croissance cellulaire, mais a proposé un mécanisme 
impliquant la régulation négative du gène du facteur de croissance épithélial, EGF 
(Kaneuchi,2003). Le produit de gène de croissance épithélial a comme fonction 
d'induire la prolifération cellulaire des cellules épithéliales, dont les cellules épithéliales 
de l'endomètre (Smith,1989). Une régulation négative de ce gène entraîne donc une 
inhibition de la prolifération cellulaire. Ces deux études ont été effectuées sur une seule 
lignée cancéreuse endométriale humaine, la lignée Ishikawa. Il est donc impossible 
d'appliquer ces conclusions à d'autres lignées cancéreuses de l'endomètre. 
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2. Objectifs 
Sachant que les COXs et la PGE2 sont des éléments impliqués dans le cancer 
endométrial humain (DuBois,1998), nous avons voulu en premier lieu, caractériser la 
présence des deux isoformes de la COX et des quatre isoformes du récepteur à la PGE2 
chez les six lignées cancéreuses étudiées, soit cinq lignées cancéreuses de l'endomètre 
humain (HEC-I-A, KLE, RL-95-2, Ishikawa et TOV -1 078D) et sur une lignée 
cancéreuse du col utérin humain (HeLa). Considérant l'activité anti-cancérigène du 
resvératrol (Jang, 1997), nous avions ensuite comme second objectif de déterminer l'effet 
du resvératrol au niveau de la prolifération cellulaire, de la mort cellulaire apoptotique et 
de la production en PGE2 chez les six lignées cancéreuses utérines étudiées. Pour la 
toute première fois, une étude sur les effets du resvératrol au niveau du cancer 
endométrial humain a été effectuée sur plus d'une lignée cancéreuse de l'endomètre. 
Finalement, le troisième objectif était de déterminer la ou les cibles cellulaires du 
resvératrol dans l'endomètre humain. 
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CHAPITRE II 
EFFECT OF RESVERA TROL ON CELL SURVIV AL AND APOPTOSIS OF 
HUMAN ENDOMETRIAL CANCER CELLS 
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Résumé 
En occident, le cancer endométrial humain est le quatrième cancer en incidence chez la 
femme, mais il est le cancer gynécologique le plus fréquent. La cyclooxygénase-l et -2 
(COX-l et -2) sont les enzymes limitant de la transformation de l'acide arachidonique, 
un acide gras présent dans les membranes cellulaires, en prostaglandines (PGs). Ces 
dernières, plus particulièrement la prostaglandine E2 (PGE2), sont des éléments clés 
dans l'évolution et la transformation d'une tumeur. L'action de la PGE2 se fait via 
quatre récepteurs: EPI, EP2, EP3 et EP4. L'objectif de cette étude est de déterminer si 
le resvératrol, un antioxydant présent dans le vin rouge, pourrait influencer la 
productlon de PGE2 et entraîner la mort ou la proHfération cellulaire de six lignées 
cancéreuses gynécologiques humaines (HeLa, HEC-I-A, KLE, RL-95-2, Ishikawa et 
TOV-I078D). Pour chaque Hgnée, du RT-PCR quantitatif en temps réel a été effectué 
afin de mesurer les taux des ARNm des COX-I et -2 et des quatre récepteurs EP. Des 
analyses Western blots ont été effectuées afin de mesurer le taux d'expression protéique 
de la COX-I et -2. Les résultats indiquent que chaque lignée cellulaire exprime à 
différents niveaux les deux isoformes de la COX et les quatre récepteurs EP. Suite à 
des tests de prolifération cellulaire au MTT, nos résultats indiquent que le resvératrol 
tend à induire une diminution de la prolifération des cellules cancéreuses étudiées et ce, 
de manière dose et temps dépendant, mais variable selon la lignée cellulaire. 
Différentes méthodes de détection de l'apoptose indiquent que le resvératrol induit 
l'apoptose à fortes doses chez les cellules HeLa, HEC-I-A, Ishikawa, RL-95-2 et TOV-
10780 alors que les cellules KLE demeurent résistantes. En réponse au resvératrol, la 
sécrétion de PGE2 diminue chez toutes les lignées cellulaires qui expriment COX-I 
et/ou COX-2. Différentes cibles cellulaires telles que la PB-kinase, PKA, PKC, MEK-I 
et p38 MAPK ont été investiguées. L'inhibition de ces cibles n'a pas influencé l'action 
du resvératrol. En conclusion, le resvératrol induit l'apoptose chez cinq de six lignées 
cellulaires étudiées possiblement via l'inhibition de l'activité enzymatique des COXs et via 
un ou plusieurs autres mécanismes toujours inconnus. 
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Abstract 
ln the Western world, endometrial cancer is the most common gynecological cancer and 
the fourth most prominent among aIl feminine cancers. Cyclooxygenase-l and -2 
(COX-l and -2) are the limiting enzymes that catalyze the synthesis of prostaglandins 
(PGs) from arachidonic acid. The PGs, particularly PGE2, have been shown to be 
implicated in evolution and tumor transformation. Four prostaglandin E2 receptors have 
been found: EP 1, EP2, EP3 and EP4. The aim of this study was to determine if 
resveratrol, a natural anti-oxidant found in red wine, could influence the production of 
PGE2 and apoptotic celi death or cellular proliferation. Six different human uterine 
cancer celi lines were used for this study (HeLa, HEC-I-A, KLE, RL-95-2, Ishikawa 
and TOV-1078D). Real-time RT-PCR was carried out to measure COX-l, COX-2, 
EP l, EP2, EP3 and EP4 mRNA expression and Western blot analyses were carried out 
to measure COX-l and COX-2 prote in expression. The results indicated that aIl celi 
lines expressed both COX isoforms and the four EP receptors at different levels. In the 
second set of experiment, cells were treated with various concentrations of resveratrol 
for different lengths of time. MTT proliferation assay revealed that the effect of 
resveratrol was biphasic: celi proliferation was increased at low concentration (3.125-12 
/lM) whereas higher concentrations (50-100 /lM) resulted in a decrease of celi 
proliferation in a time dependant manner. Resveratrol induced apoptosis in HeLa, 
HEC-I-A, Ishikawa, RL-95-2 ce Ils and TOV -1 078D cells but not in KLE celis. In 
response to resveratrol, PGE2 secretion was decreased in aIl celI lines that expressed 
COX-l or COX-2. Different targets such as the PB-kinase, PKA, PKC, MEK-l and 
p38 Mapk were investigated using specifie inhibitors. Inhibition of these pathways did 
not influence resveratrol activity. In conclusion, resveratrol induced apoptosis on five of 
the six celi lines studied by possible inhibition of COX activity and other signaling 
pathways that are yet to be discovered. 
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Introduction 
Resveratrol (3,4' ,5-trihydroxy-trans-stiIbène) is a natural phytoalexin synthesized by 
different plants in response to fungical infection (Langcake,1977). Resveratrol is 
present in grape skins and consequently, in red wines and grape juices (Celotti,1996; 
Faustino,2003). Many studies have demonstrated that resveratrol can reduce the risk of 
coronary heart disease by inhibiting polymorphonuclear leukocyte function 
(Rotondo, 1998). Other studies have showed that resveratrol possesses an antioxidant 
activity (Fauconneau,1997) and can inhibits platelet aggregation (Orsini, 1997). More 
recently, it was demonstrated for the first time, that resveratro1 possesses cancer 
chemopreventive activity by interfering with different cellular events associated with 
initiation, promotion and progression of multi-stage carcinogenesis (Jang, 1997). Then, 
several studies showed the chemopreventive activity of resveratrol in different types of 
cancer, such as breast cancer (Mgbonyebi,1998), prostate cancer (Hsieh,1999) and 
colon cancer (Schneider,2000). 
Cyclooxygenase (COX) is the rate-limiting enzyme involved in the biosynthesis of 
prostaglandins (PGs) and exists in two isoforms: COX-1 (constitutively expressed) and 
COX-2 (the regulated form). It has been shown that COX-1 is up-regulated in different 
carcinoma (Hwang,1998; Kirschenbaum,2000; Sales,2002)and play a role in 
tumorigenesis (Chulada,2000; Narko,1997). COX-2 up-regulation has been found in 
several types of cancers such as cervix (Kulkarni,2001), prostate (Gupta,2000) and 
breast (Howe,2001). Thus, COX-2, as well as COX-l, play a role in tumorigenesis 
(Ristimaki,2002; Trifan,2003). 
PGE2, present in human endometrium (Pickles,1965), is responsible for deciduaIization 
processes occurring at the time of human embryo implantation (Ishihara,1986) and 
implicated in initiation of parturition in the human female (MacDonald, 1978). In 
physiologic situations, PGE2 is present in human endometrium during the menstrual cycle 
(Singh,1975). PGE2 exerts its biological function through interaction with the G 
protein-coupled receptors present in the hum an endometrium (Hofmann,1985), namely 
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EPI, EP2, EP3 and EP4. The EPI receptor activates phospholipase C and the 
mobilization of the inositol triphosphate pathway, the EP2 receptor, like the EP4 
receptor, is coupled to the adenylate cyc1ase and activates the cAMP/prote in kinase A 
pathway, and the EP3 receptor inhibits adenylate cyc1ase and activates the 
phospholipase C (Coleman,I994). 
It is believed that COX over-expression and the PGs synthesis, particularly PGE2, may 
be key elements in the evolution of tumor transformation and malignancy in different 
cancers, by increasing cellular proliferation and resistance to apoptosis of epithelial cells 
(Gupta,2000; Jabbour,2003; Sales,2002; Sales,2003). Studies suggest that resveratrol 
acts as an NSAID by inhibiting COX-2 transcription and activity (Murias,2004; 
Mutoh,2000), but recently, Szewczuk et al. showed that resveratrol inhibits the 
enzymatic activity of COX-I but not the activity of COX-2 (Szewczuk,2004b; 
Szewczuk,2004a; Szewczuk,2005). 
The present study was undertaken on six different uterine cancer celllines to determine if 
resveratrol might influence cellular proliferation, apoptosis and PGE2 production, and to 
determine its cellular target. We hypothesized that resveratrol can induce a decrease in 
cellular proliferation and PGE2 production and an increase of apoptosis in uterine cell 
lines. Our results show that resveratrol induces apoptosis on five of the six cell lines 
studied by inhibiting COX activity. 
Materiais and methods 
Reagents. Resveratrol, SB 203580, KT 5720, Chelerythrine Chloride, NS-398, MTT 
(3-( 4,5-dimethyl-thiazolyl-2)-2,5-diphephenyltetrazolium bromide) and Hoechst 33258 
were obtained from Sigma (St. Louis, MO). L Y294002 and PD 98059 were obtained 
from Cell Signaling (Beverly, MA). Prostaglandin E2 was obtained from Cayman 
Chemical (Ann Harbor, MI). DMEM-F 12, Mc Coy's PCR primers, FBS and GBS serum 
were purchased from Invitrogen (Burlington, ON). Cleaved caspase-3 antibodies were 
obtained from New England Biolabs (Mississauga, ON) and anti-human COX-I and 
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COX-2 GAPDH were obtained from Cedarlane Laboratories (Hornby, ON). 
COC47IMCM7 antibody was obtained from Medicorp (Montréal, QC). Secondary horse 
radish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit antibody and secondary horse radish 
peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse antibody were purchased from BioRad 
(Mississauga,ON). 
MTT proliferation assay. Cells were plated at a density of 2 X 104 cells/well in 96-well 
plates 24 hours before the assay. Cells were cultured for 24, 48 and 72 hours in the 
presence of different concentrations of Resveratrol (0; 3.125; 6.25; 12.5; 25; 50 and 100 
/-lM in 0,1 % OMSO). At the end of the culture period, 10 /-lI of MTT (5 mg/ml) was 
added to each weIl. After 3.5 hours of incubation with MTT, 100 /-lI of solubilization 
solution was added (10% SDS in O.OIM HCI) and the microplate was incubated overnight 
(37°C, 5% CO2). The OD was read with Microplate Manager (ELISA) between 550 and 
600 nm. MTT was also performed with Resveratrol (0; 3.125; 6.25; 12.5; 25; 50 and 100 
/-lM in 0,1 % DMSO) in the presence or absence of 5 uM (0,05% DMSO) of L Y294002 
(PI3-K inhibitor), NS-398 (COX-2 inhibitor), SB 203580 (p38 Mapk inhibitor), PD 98059 
(MEK-I inhibitor), KT 5720 (PKA inhibitor) and Chelerythrine chloride (PKC inhibitor) 
for 48 hours. MTT was also performed with PGE2 (0, 10'9, 10-8, 10-7, 10-6, 10-5 and 10-4 M 
in 0,1% DMSO) in the presence or absence of resveratrol (10 and 100 /-lM in 0,1 % 
DMSO). 
Resveratrol treatment. HeLa, HEC-l-A, KLE, RL-95-2, Ishikawa and TOV-1078D 
cells were plated at a density of 1 X 106 cells/dish (100mm X 20mm) 24 hours before 
treatment. Cells were treated for 48 hours with resveratrol (0 ,10 and 100 /-lM). 
Protein extraction and Western analysis. Cells (both floating and attached) were 
trypsinized, lysed in lysis buffer (PBS IX pH 7.4; 1 % Nonidet P-40; 0.5% Sodium 
deoxycholate; 0.1 % SOS; Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)), frozen at -
20°C and thawed three times, and centrifuged (13000 X g, 20 min at 4°C) to remove 
insoluble material. Supernatant was recovered and stored at -20°C pending analysis. 
Protein content was determined with the Bio-Rad OC Protein Assay. Protein extracts (50 
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/lg) were heated (95°C, 3 min), resolved by 10% SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis 
(PAGE) and electro-transferred to nitrocellulose membranes (15 V, 30 min) using a semi-
dry transfer (Bio-Rad, Mississauga, ON). Membranes were then blocked (1 hour, RT) with 
PBS containing 5% milk powder, then incubated with anti-COX-l (1:2500), anti-COX-2 
(1:2000), anti-CDC47 (1:16 000), anti-c1eaved caspase-3 (1:1 500) or anti-GAPDH (1:50 
000) antibody (overnight, 4°C), and subsequently with Horse radish peroxidase (HRP)-
conjugated anti-rabbit secoridary antibody (1:3 000; RT, 45 min) for the anti-c1eaved 
caspase-3 antibody or with HRP-conjugated anti-Mouse secondary antibody (1:3000, RT, 
45 min) for the anti-COX-l, anti-COX-2 and anti-CDC47 and HRP-conjugated anti-
Mouse secondary antibody (l :60000, RT, 45 min) for anti-GAPDH antibody. Peroxidase 
activity was visualized with the WestSuper Femto (Pierce), according to the 
manufacturer' s instructions. 
Hoechst staining. Following treatment, both floating and attached cells were resuspended 
in PBS containing Hoechst 33258 for 24 hours and stored at 4°C. Hoechst nuc1ear staining 
was viewed and photographed using a Olympus BX60 fluorescence microscope and a 
Coolsnap-Pro CF digital Camera (Carsen Group, ON). Cells with typical apoptotic nuc1ear 
morphology (nuc1ear shrinkage, condensation and fragmentation) were identified and 
counted, using randomly selected fields on numbered photographic slides, of which the 
"counter" was not aware of the treatment, so as to avoid experimental bias. A minimum of 
200 cells per treatment group were counted in each experiment and results are presented as 
a percentage of apoptotic cells. 
DNA Fragmentation Assay for Apoptosis Detection. Pelleted cells (1-5 X 106) were 
lysed in 500/lI of detergent buffer (10mM Tris-HCl pH8.0, 5mM EDTA pH8.0 and 
0.2% Triton X-100), vortexed vigorously and incubated 30 min. on ice. Fragmented 
DNA was separated from intact chromatin by centrifugation at 16,500xg for 30 min. at 
4°C. Supernatants were divided into two 250/lI fractions and 50/lI of ice-cold 5M NaCI 
was added followed by vortexing. After extracting twice with 
phenol:chloroform:isoamyI alcohoI (25 :24: 1), the DNA was precipitated overnight at -
20°C with 2 vol. of EtOH and 1/10 vol. of3M Sodium acetate pH5.2. The DNA pellets 
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were recovered by centrifugation at 16,500xg for 20 min at 4 oC, washed with EtOH 
75% and air-dried. The DNA was dissolved by adding 50fll of TE pH8.0 containing 
1.2~fll of DNase-free RNase A IOmg/ml and incubated 30min at 37 oC. Fractions were 
pooled and purified DNA was loaded on a standard 1.2% agarose gel containing 0.5X 
SYBR Safe DNA stain. The DNA markers were used in parallel and electrophoresis run 
in Tris-borate EDTA buffer at 75V for 90 min. At the end of the electrophoresis, the 
DNA was visualized with an UV transilluminator. 
Quantitative real-time RT-PCR analyses. In order to measure the abundance of 
COX-l, COX-2, EPI, EP2, EP3 and EP4 mRNA, primers were chosen as described 
below and tested with different primer concentrations and different cycles to avoid 
mRNA amplification near plateau and saturation. Total RNA (0.2 Jlg/fll) was used for 
preparation of first strand cDNA by reverse transcriptase (RT). The RNA samples were 
incubated (65°C, 10 min) with 2fll oligo dT (deoxythymidine) prim ers in a final volume of 
lOfll. Samples were then incubated (37°C, 60 min) in 20JlI of a reaction buffer (IX) 
containing dithiothreitol (DTT; 100 mM), deoxynuc1eotide triphosphates (dNTPs; 5 mM) 
and Muloney murine leukemia virus reverse transcriptase (MMLV-RT; 10 U). After 
cDNA synthesis, the reaction volumes were brought up to 60JlI with autoclaved water. A 
negative control was also inc1uded, using the same reaction mixture but without RNA to 
ensure absence of any contaminating genomic DNA in the RNA template. 




using sense primer 5'-
antisense primer 
5'GGAGTTTGTCAATGCCACCT -3' and human COX-2 mRNA, was amplified using 
5'-TGCTTGTCTGGACAACTGC-3' (sense) and 5'-TGAGCATCTACGGTTTGCTG-3' 
(antisense). For human EPI mRNA, prim ers sequences were 5'-
TTGTCGGTATCATGGTGGTG-3' (sens) and 5'-ATGTACACCCAAGGGTCCAG-3' 
(anti-sens), human EP2 mRNA, prim ers sequences were 5'-
TGCTTCTCATGGTCTCGGTG-3' (sens) and 3'-GTGAAAGGCAAGGAGCAGAC-3' 
(anti-sens), human EP3 mRNA, prim ers sequences were 
5'CAACCTTTTCTTCGCCTCTG-3' (sens) and 5'-TTTCTGCTTCTCCGTGTGTG-3' 
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(anti-sens) and human EP4 mRNA, pnmers sequences were 5'-
GACCTGTTGGGCACTTTGTT-3' (sens) and 5'-TGGACGCATAGACTGCAAAG-3' 
(anti-sens). Each reaction mixture (final volume, 20Jll) contained RT template or negative 
control (2Jll), prim ers (10I-lM) and Quantitect SYBRGreen Master Mix (10 JlI). Each PCR 
reaction was inserted in a LightCycler capillary. The quantitative PCR cycling conditions 
(55 cycles) chosen were (1) 15s at 94°C; (2) 20s at 65°C (COX-l), 63°C (COX-2), 59°C 
(EPi), 60°C(EP2), 60°C (EP3) and 60°C (EP4); and (3) llsec (COX-l), 14sec (COX-2), 
IOsec (EPI), 12sec (EP2), 15sec (EP3) and 13sec (EP4) at noc. A melting curve was 
generated for each reaction and the conditions were (1) 95°C, (2) 30sec at the annealing 
temperature, and (3) temperature up to 95°C (O.2°C/sec). Finally, the cDNA concentration 
of each reaction was determined quantitatively using a standard curve. GAPDH was used 
as the control reaction. 
PGE2 enzyme immunoassay. The procedures for PGE2 ElA kit (Cayman) described by 
the manufacturer was followed. Briefly, a 50-Jll aliquot from culture medium obtained 
during experimentation was used for PGE2 determination in a 96-well plate coated with 
goat anti-rabbit secondary antibody. A volume of 50 Jli of PGE2 tracer and 50 Jli of the 
PGE2 antibody were added to each sample and the plates were incubated ovemight at 4°C. 
Wells were washed with la mM phosphate buffer (pH 7.4) containing Tween 20 (0,05%) 
at pH 7.4 ; 200 JlI ofEllman's reagent (69 mM acetylthiocholine and 54 mM 5,5'-dithio-
bis[2-nitrobenzoic acid] in 10 mM phosphate buffer, pH 7.4) was added to each weil, and 
samples were incubated in the dark at room temperature. This allows the bound enzyme 
tracer to react with Ellman's reagent to yield a yellow solution that can be measured 
photometrically with a microplate reader at 410 nm. A standard curve was developed 
simultaneously with standards ranging from 50 to 1000 pg/ml PGE2. The presence of 
PGE2 was undetectable in the culture media in the absence of cells. 
Statistical analysis. AlI experiments were repeated at least six times. Data were subjected 
to one-way ANOV A or student t test (PRISM software version 4.0; GraphPad, San Diego, 
CA). Differences between experimental groups were determined by the Tukey's test. 
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Results 
Expression of rnRNA genes and protein production. To deterrnine basal levels of 
COX-l, COX-2, EPI, EP2, EP3 and EP4 rnRNAs in uterine cancer ceIls, quantitative 
real-tirne RT-PCR studies have been carried out using specific primers chosen from 
hurnan DNA sequences and amplified with the aid of the LightCycler (Roche). The 
presence of COX-l and COX-2 was observed at different levels in a11 ceIl lines studied. 
COX-l was strongly expressed in HEC-I-A ce11s (HEC-I-A > HeLa> Ishikawa > KLE 
= TOV-l078D > RL-95-2) and COX-2 was strongly expressed in HeLa ce11s (HeLa> 
Ishikawa > HEC-l-A = KLE = RL-95-2 = TOV-I078D) (Fig. 2.1). To confirrn the 
results obtained at the mRNA level, Western blot analyses were carried out and showed 
that COX-I protein was present in HeLa, HEC-I-A and Ishikawa ce Ils (HEC-I-A > 
HeLa> Ishikawa) and COX-2 protein was present in HeLa, RL-95-2 and Ishikawa cells 
(HeLa> Ishikawa > RL-95-2). EP 1 and EP2 rnRNA were expressed in a11 ce11lines but 
EP 1 was more expressed in HEC-l-A cells and EP2 was more expressed in HeLa ce11s 
(Fig. 2.2). The expression level ofEP3 rnRNA was high in Ishikawa ce11line cornpared 
with the five other cancer ce11 lines tested. RI-95-2 cells expressed high levels of EP4 
and HEC-l-A expre~sed low levels of EP4 cornpared with a11 ce11lines tested. 
Resveratrol decreases cell proliferation. To determine the effect of resveratrol, 
endornetrial and cervical cancer ce11s were treated with different concentrations of this 
natural compound (Fig. 2.3). The effect of resveratrol was biphasic: ce11 proliferation 
was increased at low concentration (3.125-12 /lM) whereas higher concentrations (50-
100 !lM) resulted in a decrease of ce11 proliferation in a time dependant manner. 
Western blot analysis with CDC47 antibody (a cellular proliferation marker) was 
perforrned after a 48 hour treatment of resveratrol, and results demonstrated a 
significantly reduction of CDC47 only in HeLa, Ishikawa and TOV-I078D cells at 100 
!lM (Fig. 2.6). Resveratrol had no significant effect on CDC47 expression in the three 
other celllines studied. 
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Resveratrol influences PGE2 production and its action. To determine the effect of 
resveratrol on PGE2 production, uterine cell lines were treated with three different doses 
(0, 10 and 100 !lM) of resveratrol. Resveratrol decreases PGE2 production in a dose 
dependant manner in HeLa and HEC-I-A cells, two cell lines that produced a higher 
level of PGE2 (Fig. 2.4). In RL-95-2 and Ishikawa cells, resveratrol induces a 
significantly diminution of PGE2 only at 100 !lM. KLE and TOV -1 078D cells 
produced low level of PGE2 and resveratrol did not influenced PGE2 production. 
Resveratrol induces apoptosis. To test if resveratrol can induce apoptosis in uterine 
cancer, different methods of apoptosis detection were used. After a 48 hours treatment, 
resveratrol weakly induced apoptosis in two cell lines studied, HEC-1-A and RL-95-2, as 
demonstrated by Hoescht analysis (Fig. 2.5A). In HeLa, Ishikawa and TOV-1078D, 100 
!lM ofresveratrol significantly induced apoptosis (55%,50% and 45% respectively). KLE 
cells were resistant to a resveratrol treatment. Typical DNA fragmentation was observed 
in resveratrol-treated HeLa, HEC-I-A, Ishikawa and TOV -1 078D cells. An example is 
showed in Fig. 2.5B. Resveratrol did not induce apoptosis in KLE cells. Western blot 
analyses using cleaved caspase-3 antibody were performed on uterine cell lines studied 
after a 48 hours treatment of resveratrol. Results demonstrated a significant increase of 
cleaved caspase-3 level at 10 and 100 !lM in HEC-1-A cells and at 100 !lM in HeLa, 
Ishikawa and TOV -1078 cells (Fig. 2.6). Cleaved caspase-3 was not regulated in KLE 
and RL-95-2 cells. 
Target of resveratrol. As showed previously, resveratrol indu ces cell proliferation at 
low concentrations and cell proliferation decreases at high concentrations. MTT assay 
was performed after treatment with resveratrol in the presence or absence of different 
inhibitors for a period of 48 hours. L Y294002 (PI 3-kinase inhibitor) inhibited cellular 
proliferation in aIl ceIl lines studied and NS-398 (COX-2 inhibitor) inhibited cellular 
proliferation in RL-95-2, Ishikawa and TOV-1078D. NS-398 treatment did not block 
the action of the resveratrol on cell proliferation (Fig. 2.7). KT 5720 (PKA inhibitor), 
chelerythrine chloride (PKC inhibitor), PD 98059 (MEK-1 inhibitor) and SB 203580 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
37 
(p38 MAPK inhibitor) did not block the action ofresveratrol in the six ceIllines studied 
(Fig. 2.8). 
PGE2 did not affect resveratrol activity. Ishikawa and TOV-t078D cells were treated 
with different concentrations of PGE2 for a period of 48 hours in the absence or 
presence of resveratrol (10 and 100 !-lM). At 10 !-lM, resveratrol, in the presence of 
different concentrations of PGE2, decreased cellular proliferation in Ishikawa and 
increased cellular proliferation in TOV -t078D cells (Fig. 2.9). At 100 !-lM, resveratrol 
inhibited cellular prolitèration in the two ceIl lines studied. PGE2 did not induce 
cellular proliferation on these two cell lines, but cellular proliferation was reduced at 
10.4 M. Resveratrol had the same effect with or without PGE2. 
Discussion 
Even though resveratrol is already known for its benefits on the cardiovascular system 
(Pace-Asciak, 1995; Pendurthi,1999), its antioxidant effects on neurodegenerative 
diseases (De Ruvo,2000) and for its anticancer effects (Hsieh,1999; Mgbonyebi,1998; 
Schneider,2000), this natural molecule is being more and more studied for its health 
benefits in other areas, such as cancer. However, little is known about its effects on 
uterine cancer. To date, only two studies have been carried out on the 'effects of 
resveratrol on human endometrial cancer. In 2001, the Bath and al. team proved for the 
first time that resveratrol acted as an anti-estrogen by down regulating the estrogen 
receptor-a (ER-a), thus allowing a cytostatic activity on the endometrial cells 
(Bhat,2001). Another team also proved that resveratrol inhibited the ceIl growth of 
endometrial cancer cells but proposed a mechanism via the down regulation of the 
epithelial growth factor gene (EGF) (Bhat,2001). Both studies were carried out only on 
the Ishikawa human endometrial cancer cells. We have decided to study the effects of 
resveratrol on five cancer lines of the human endometrium (HEC-I-A, KLE, RL-95-2, 
Ishikawa and TOV-I078D) and on a cancer line of the human uterine cervix (HeLa). 
One of the most studied effects of resveratrol is its capacity to inhibit the COX 
(Subbaramaiah,1998; Szewczuk,2004a). Given that the hormone PGE2, consequently 
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the COX enzymes, is present in a large quantity in the human uterus (Pickles, 1965) and 
that it has very important effects such as its implication in the process of 
"decidualisation" permitting the embryo implantation (lshihara,1986), its implication in 
the initiation of childbirth (MacDonald,1978) and its implication during the menstrual 
cycle (Singh,1975), the uterus is thus a potential target of resveratrol. Given that 
resveratrol, a phytoestrogen, has the capacity to bind itself to the ER-a (Bhat,200 1), 
and given the important presence of this receptor at the normal and neoplastic 
endometrium level (Prodi,1979), the uterus is yet again a potential target of 
resveratro 1. 
Following resveratrol treatments, we have showed that in the cells espressing COX-1 
and/or COX-2, resveratrol induced a diminution of PGE2 production. Although 
resveratrol did not act at the expression level of COX-1 and COX-2 proteins on the 
uterine cancer studied (results not presented), as suggested by many studies using 
different systems (Kundu,2004; Martinez,2000; Mutoh,2000; Subbaramaiah,1998; 
Subbaramaiah,1999), this diminution in the production of PGE2 suggests rather an 
effect at the level of COX activity. As the Szewczuk and al. te am has shown (2004a), 
resveratrol had an effect at the enzymatic activity level of COX-l, which agrees with 
our results, since the resveratrol induced a diminution of the production of PGE2 in all 
cell lines expressing COX-1 (HeLa, HEC-1-A or Ishikawa). However, in RL-95-2, 
which expressed COX-2 and did not express the COX-l, resveratrol induced a 
diminution in the production of PGE2. This leads us to believe that resveratrol can 
have an effect on a target other than the COX-1 protein. One of the studies proposing 
the effect of resveratrol at the transcription level of the COX-2 also proposed an effect 
of this molecule at the level of COX-2 activity in breast cancer (Subbaramaiah, 1998), 
corresponding with our results since ail the lines expressing the COX-2 (HeLa, RL-95-2 
and Ishikawa) have seen their PGE2 levels decreased following a resveratrol treatment. 
KLE and TOV-1078D cells, not expressing the COX have seen their PGE2 levels 
unchanged following a resveratrol treatment. These results suggest that the resveratrol . 
would have an effect on the activity of COX-1 and COX-2 activity. To verify if the 
combination with a COX inhibitor could increase the effect of resveratrol, cellular 
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proliferation assays were carried out with a combination NS-398, a COX-2 inhibitor, 
and resveratrol. In the absence of resveratrol, NS-398 should have inhibited ceIl 
proliferation in aIl the ceIls expressing COX-2, however, it inhibited ceIl proliferation in 
only two of the three lines expressing COX-2 (RL-95-2 and Ishikawa) but did not 
reduce ceIl proliferation of HeLa ceIls. The Sales and al. te am explains this by the fact 
that the overexpression of COX-I in HeLa cells increased COX-2 expression and PGEz 
receptors which modulates AMPc and angiogenic factors such as Ang-l and Ang-2 
(Sales,2002), therefore in spite of the inhibition of COX-2, other mechanisms 
compensate for this action. NS-398 can therefore act on the RL-95-2 cells bec au se they 
do not possess the COX-l that induced the mechanisms of compensation. For the 
Ishikawa ce Ils, they possess COX-l, therefore the mechanisms of compensation, but the 
overexpression of EP3 inhibitor receptor could explain the diminution of proliferation in 
this cell line. Moreover, NS-398 also inhibits proliferation of TOV -1 078D which 
expresses neither COX-l, nor COX-2 which could implicate a non specific action of 
NS-398. Sorne teams confirmed that NS-398 does not only act at the level of COX-2 
(Hung,2000; Minter,2003). In the presence of NS-398, the pattern of ceU proliferation 
provoked by different doses of resveratrol was not affected, indicating that a 
combination of COX-2 inhibitor does not increase the effect of resveratrol alone. 
Resveratrol is known for its anti-proliferative effects on different ceIllines and different 
tumors in animaIs (Carbo,1999; EIAttar,1999; Kampa,2000; Mgbonyebi,1998). This 
anti-proliferative effect induces apoptotic ceIl death in different cancers (Hsieh, 1999; 
Kim,2004; Pozo-Guisado,2002). We have also proved that resveratrol induces, at high 
doses, a diminution of cell proliferation and a rise in the apoptotic cell death in aIl 
uterine cancer cells studied, except in the KLE line which stayed resistant to the 
resveratrol treatment. The KLE lines are known to be resistant to different 
chemotherapeutic agents (Gagnon,2004). This cellline would possess, then, a particular 
property that makes it resistant to different chemotherapeutic agents, such as resveratrol. 
The fact that the KLE cell line does not express any COX could explain in part the 
resistance to resveratrol, however, the cell line TOV -1078D, which also does not 
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express the COX, yet the resveratrol induced apoptosis in this cell line. This suggests 
that the resveratrol can act on targets other than the COX. 
Knowing that resveratrol does not act uniquely at the COX level, we wanted to 
investigate the where at the cellular level resveratrol could act. On breast cancer, 
resveratrol has the capacity to adjust the path of the PI 3-kinase via the ER-a permitting 
therefore a diminution of the cell growth (Pozo-Guisado,2004). With a treatment of 
L Y294002, a PI 3-kinase inhibitor, we wanted to determine if resveratrol could signal 
through the Akt pathway. As we have already shown (St Germain,2004), the LY294002 
has inhibited the growth of these ceIls, but resveratrol did not modify the effect of the 
L Y294002, suggesting that the resveratrol does not act through this pathway in uterine 
cancers. In the literature, no study has been done to determine if resveratrol could 
signal through the PKA pathway. We have showed that the resveratrol, in human 
uterine cancer cell lines, does not interfere with the PKA pathway. In many types of 
cancers, resveratrol has the capacity to modulate the PKC pathway (Atten,2001; 
Slater,2003). However, as Stewart and al. has already shown (Stewart,2000), we have 
also showed that resveratrol had no effect on the PKC pathway in our system. 
Concerning the effect of the resveratrol on the MAP kinases signaling pathway, we have 
showed that the resveratrol had no effect on p38 Mapk and on MEK-I, in uterine 
cancers. On the other hand, on different systems other th an the uterus, resveratrol 
inhibited the Map kinases (El Mowafy,1999; She,2001; Yu,2001). Therefore, 
resveratrol interferes with other cell signalling pathways other than those investigated in 
this study. 
Concerning the effect of resveratrol on PGE2 as such, tests of cell growth were carried 
out using different doses of resveratrol and PGE2• In the Ishikawa ceIls, in the presence 
of PGE2, cell growth was not induced. However, Ishikawa cells possess a high level of 
EP3 receptor. The inability of PGE2 to induce cell growth in this line could be 
explained by the fact that there may be a problem at the transcription level of the mRNA 
into protein. To confirm this, Western blot type analyses with the antibodies specific to 
the EP3 receptor should be carried out. Another explanation could come from the fact 
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that the receptor could be present but not functional. In this case, tests on the receptor 
activity should also be carried out. The most plausible explanation rests therefore on the 
fact that the PGE2 receptor EP3 is generally associated with the diminution of the 
intracellular cAMP, it is therefore a receptor inhibitor and would not allow cell growth 
(Narumiya, 1999). The balance between the presence of the EP3 receptor inhibitor and 
the weaker presence of the other three activator receptors couId expIain the fact that the 
ceIl growth of the Ishikawa stayed unchanged foIlowing treatment with different doses 
of PGE2. PGE2 production is undetectable in TOV -1 078D and they do not produce 
mRNA for the four PGE2 receptors, which explain the fact that different doses of the 
PGE2 do not induce cell growth in this cell line. 
Conclusion 
ResveratroI induced a diminution of cell growth and an apoptotic cell death in all the 
cell Iines possessing COX-l and/or COX-2 (HeLa, HEC-I-A, RL-95-2 and Ishikawa), 
caused by the inhibition of the COX activity, and consequently by a diminution ofPGE2 
production. On the other hand, resveratrol acted in a different way on the two cell lines 
not expressing COX-I and COX-2 (KLE and TOV-1078D). The cell line KLE was 
resistant to resveratrol whereas it resveratrol induced apoptosis in TOV -1 078D cells. 
Therefore in uterine cancers, resveratrol can have a target other than the COX activity 
and a signaIing pathway other than PI 3-kinase/Akt, PKA, PKC, MEK-I and p38 
MAPK. Further studies shouId therefore investigate different potentiaI targets of 
resveratroI in the human uterus. 
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Leve! of A) COX-l mRNA, B) COX-2 mRNA, C) COX-l protein and 
D) COX-2 prote in iri HeLa, HEC-I-A, KLE, RL-95-2, Ishikawa and 
TOV-I078D cells as determined by quantitative RT-PCR with 
LightCycier and Westerns analysis respectively. GAPDH was used as 
control to correct for loading. Data represent the mean ± SEM of 3 
independent experiments. Columns with different superscript are 
significantly different (p<0.05). 
Leve! of A) EPI mRNA, B) EP2 mRNA, C) EP3 mRNA and D) EP4 
mRNA in HeLa, HEC-I-A, KLE, RL-95-2, lshikawa and TOV-I078D 
cells as determined by quantitative RT-PCR with LightCyc1er. GAPDH 
was used as control to correct for loading. Data represent the mean ± 
SEM of 3 independent experiments. Columns with different superscript 
are significantly different (p<0.05). 
Effect of resveratrol (0, 3.125, 6.25, 12, 25, 50 and 100 !lM) on cellular 
proliferation in HeLa (.), HEC-I-A (Â.), KLE (T), RL-95-2 (+), 
Ishikawa (e) and TOV-I078D (0) cells for a period of A) 24 hours, B) 
48 hours and C) 72 hours, as determined by MTT proliferation assay. 
Data represent the mean ± SEM of 6 independent experiments. 
Effect of resveratro! (0, 10 and 100 )lM) on PGE2 production in HeLa, 
HEC-I-A, KLE, RL-95-2, Ishikawa and TOV-I078D cells for a period 
of 48 hours, as determined by the ElA assay. Data represent the mean ± 
SEM of 4 independent experiments. *p<0.05 compared to control. 
**p<O.OI compared to control. tp<O.OOI compared to control. 






Effect of resveratrol (0, 10 and 100 )lM) in HeLa, HEC-I-A, KLE, RL-
95-2, Ishikawa and TOV -1 078D cells on apoptosis induction, after a 
period of 48 hours, as determined by A) Hoescht nuc\ear staining and B) 
DNA fragmentation. Data represent the mean ± SEM of 3 independent 
experiments. Columns with different superscript are significantly 
different (p<0.05). 
Effect of resveratrol (0, 10 and 100 )lM) on A) HeLa, B) HEC-I-A, C) 
KLE, D) RL-95-2, E) Ishikawa and F) TOV -1 078D cells for a period of 
48 hours. Westerns analyses were performed on total prote in content for 
Cleaved caspase-3 and CDC47. GAPDH was used as control to correct 
for loading. Data represent the mean ± SEM of 3 independent 
experiments. *p<0.05 compared to control. **p<O.OI compared to 
control. Columns with different superscript are significantly different 
(p<0.05). 
Effect of resveratrol (0, 3.125, 6.25, 12, 25, 50 and 100 )lM), in the 
presence or absence of 5)lM L Y294002 and 5)lM NS-398 on cellular 
proliferation in A) HeLa, B) HEC-I-A, C) KLE, D) RL-95-2, E) 
Ishikawa and F) TOV-I078D cells for a period of 48 hours, as 
determined by the MTT proliferation assay. Data represent the mean ± 
SEM of 6 independent experiments. 
Effect of resveratrol (0, 3.125, 6.25, 12, 25, 50 and 100 )lM), in the 
presence or absence of 5)lM KT 5720, 5)lM chelerythrine chloride (c.e.), 
5)lM PD98059 and 5)lM SB 203580 on cellular proliferation in A) HeLa, 
B) HEC-I-A, C) KLE, D) RL-95-2, E) Ishikawa and F) TOV -1 078D 
cells for a period of 48 hours, as determined by the MTT proliferation 
assay. Data represent the mean ± SEM of 6 independent experiments. 
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Effect ofPGE2 (0, 10-9, 10-8, 10-7, 10-6, 10-5 and 10-4 M), in the presence 
or absence of 10 and 100 !-lM resveratrol on cellular proliferation in A) 
Ishikawa and B) TOV -1 078D cells, for a period of 48 hours, as 
determined by the MTT proliferation assay. Data represent the mean ± 
SEM of 6 independent experiments. 
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Discussion et conclusion 
Le resvératrol est une molécule naturelle qui est de plus en plus étudiée. Il est déjà 
connu pour ses effets bénéfiques au niveau du système cardiovasculaire (Pace-
Asciak, 1995; Pendurthi,1999), ses effets antioxydants aux niveaux des maladies 
neurodégénératives telles l'Alzheimer et le Parkinson (De Ruvo,2000; Dore,2005) et 
pour ses effets anti-cancers aux niveaux de différents organes du corps humain, dont 
entre autre la prostate (Hsieh,1999), le sein (Mgbonyebi,1998) et le colon 
(Schneider,2000). Par contre, ses effets aux niveaux des cancers utérins sont très peu 
connus. Jusqu'à ce jour, seulement deux études ont été effectuées avec le resvératrol au 
niveau du cancer endométrial humain. En 200 1, l'équipe de Bath et Pezzuto (2001 b) 
démontra pour la première fois que le resvératrol agit en temps qu'anti-œstrogène par la 
régulation négative du récepteur alpha à l'œstrogène (ER-a). Ce récepteur étant présent 
en plus faible quantité, il y aura donc inhibition de la prolifération des cellules 
endométriales normalement induite par l'œstrogène. Une autre équipe de chercheurs 
démontra également que le resvératrol a la capacité d'inhiber la croissance cellulaire des 
cellules cancéreuses endométriales, mais proposa un mécanisme via la régulation 
négative du gène du facteur de croissance épithélial, EGF (Kaneuchi,2003), le produit de 
ce gène étant en partie responsable de la prolifération des cellules épithéliales de 
l'endomètre (Smith,1989). Bien que ces deux études démontrent l'effet antiprolifératif 
du resvératrol, aucune m'étudie le potentiel effet apoptotique du resvératrol; la mort 
cellulaire étant l'objectif ultime à atteindre afin de vaincre le cancer. Ces deux études 
ont été effectuées avec la lignée cancéreuse endométriale humaine Ishikawa seulement. 
Étant donné que les patientes peuvent réagir de manière très différente à un même 
traitement, l'objectif était d'étudier les effets du resvératrol sur cinq lignées cancéreuses 
de l'endomètre humain (HEC-I-A, KLE, RL-95-2, Ishikawa et TOV-I078D), ces 
cancers étant majoritairement de type adénocarcinome et de type carcinome 
indifférencié de l'endomètre. Nous avons également utilisé une lignée cancéreuse du col 
de l'utérus, la lignée HeLa, puisque c'est une lignée de type adénocarcinome, comme le 
sont la majorité des cancers de l'endomètre et que c'est une lignée très bien caractérisée, 
qui produit les deux isoformes de la COX et qui réagit généralement bien aux agents 
chimiothérapeutiques. Cette lignée sert donc de contrôle positif. 
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L'hormone PGE2 et par conséquent les enzymes COXs sont présents en grande 
quantité dans l'utérus humain (Pickles, 1965). La PGE2 a des actions très importantes 
telles que son implication dans le processus de décidualisation dans l'endomètre 
permettant l'implantation de l'embryon (Ishihara,1986), son implication dans l'initiation de 
l'accouchement chez la femme (MacDonald,1978) et son implication durant le cycle 
menstruel (Singh,1975). Une des actions la plus étudiée du resvératrol est sa capacité à 
inhiber les COXs. Certains ont démontré l'action spécifique du resvératrol sur la 
transcription et l'activité de la COX-2 (Subbaramaiah,1998), alors que d'autres 
concluent à une action sur l'activité enzymatique de la COX-I seulement 
(Szewczuk,2004). Puisque les COXs sont exprimés et produits dans l'utérus, ce dernier 
est donc une cible potentielle du resvératrol. Étant donné la présence importante du 
récepteur ER-a au niveau de l'endomètre normal et néoplasique (Prodi,1979) et la 
capacité du resvératrol à s'y lier (Bhat,200Ib), l'utérus est, une fois de plus, une cible 
potentielle pour cette molécule. 
Dans un premier temps, nous avons procédé à la caractérisation de la présence en 
ARNm et en protéines des COXs et la présence en ARNm des récepteurs à la PGE2. Les 
cellules HeLa, HEC-I-A, RL-95-2 et Ishikawa sont celles qui expriment et produisent 
COX-l et/ou COX-2 et ce sont également celles qui produisent la PGE2, comme 
déterminé à l'aide d'un dosage immunoenzymatique pour la PGE2. Nous avons 
démontré que toutes les lignées cellulaires nommées précédemment qui expriment et 
produisent la COX-l et/ou la COX-2 sont celles qui expriment principalement l'ARNm 
des sous-types des récepteurs à la PGE2. Par contre, le niveau d'expression en ARNm 
des récepteurs à la PGE2 fut différent pour chaque lignée, EPI étant principalement 
exprimé chez les HeLa, EP2 principalement chez les HEC-I-A et EP4 principalement 
chez les RL-95-2. Pour ce qui est du récepteur inhibiteur, EP3, c'est chez la lignée 
Ishikawa que l'on retrouve la plus forte expression en ARNm de ce récepteur. Puisqu'il 
y présence de l'ARNm de l'un ou l'autre des récepteurs à la PGE2, cela indique donc 
que la PGE2 produite peut possiblement agir chez ces quatre lignées cellulaires. Par 
contre, étant donné que nous n'avons pas vérifié s'il y avait production des récepteurs, 
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nous ne pouvons pas affirmer hors de tout doute que la PGE2 produite aura un effet. De 
plus, même si le récepteur est produit, il doit être fonctionnel. Des tests d'activités des 
récepteurs devront donc être également effectués. Pour ce qui est des cellules KLE et 
TOV-I078D, elles n'expriment et ne produisent ni l'une ni l'autre des COXs , et elles 
expriment des taux quasi indétectables des ARNm des différents récepteurs à la PGE2. 
Pour ces deux lignées, les COXs et la PGE2 ne sont donc pas des éléments déterminants 
dans la prolifération cellulaire. En gardant à l'esprit l'inhibition possible des COXs par 
le resvératrol, cela laisse supposer que le resvératrol n'aura pas d'action sur ces lignées. 
Ce point sera abordé plus tard au cours de la discussion. Finalement, contrairement à 
l'équipe de Tong et al (2000) qui prétend que l'expression de COX-I n'est pas altérée 
dans les carcinomes endométriaux, nous avons dénoté une surexpression de l'ARNm et 
de la protéine COX -1 notamment au niveau des cellules HEC-l-A. Ceci permet donc de 
supposer que COX-l, tout comme la COX-2, peut intervenir dans les processus de 
cancérisation dans des cas de cancers endométriaux humains, tout comme c'est le cas 
pour d'autres types de cancers dont notamment le cancer du col utérin chez la femme 
(Sales,2002). 
Suite à des traitements au resvératrol, nous avons démontré que chez les cellules 
possédant COX-I et/ou COX-2 (HeLa, HEC-I-A, RL-95-2 et TOV-1078D), le 
resvératrol induit une diminution de la ·production de PGE2. Bien que le resvératrol 
n'agisse pas au niveau du taux d'expression des protéines COX-l et COX-2 au niveau 
des cancers utérins étudiés (résultats observés au laboratoire, mais non présentés dans 
l'article du chapitre II) comme pouvait le suggérer des études effectuées aux niveaux de 
différents systèmes (Kundu,2004; Martinez,2000; Mutoh,2000; Subbaramaiah,1998; 
Subbaramaiah,1999), cette diminution de la production en PGE2 suggère un effet sur 
l'activité des COXs. Comme l'a démontré l'équipe de Szewczuk et al. (2004), le 
resvératrol agit au niveau de l'activité enzymatique de la COX-l, ce qui concorde avec 
nos résultats puisque le resvératrol induit une diminution de la production de PGE2 chez 
toutes les lignées exprimant et produisant la COX-l, soit les lignées HeLa, HEC-I-A et 
Ishikawa. Par contre, chez la lignée cancéreuse RL-95-2, qui exprime la COX-2 et qui 
n'exprime pas de façon détectable la COX-l, le resvératrol induit tout de même une 
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diminution de production en PGE2. Ceci laisse croire que le resvératrol peut avoir une 
action sur une autre cible que la COX-l, probablement sur la COX-2. Une des études 
proposant l'effet du resvératrol au niveau de la production protéique de la COX-2 
proposait également une action de cette molécule au niveau de l'activité enzymatique de 
la COX-2 au niveau du cancer du sein (Subbaramaiah, 1998), ce qui correspond avec nos 
résultats puisque toutes les lignées exprimant la COX-2 (HeLa, RL-95-2 et Ishikawa) 
ont vu leur niveau de PGE2 diminué suite à un traitement au resvératrol. Dans ce présent 
cas, ce sont les cellules HEC-1-A qui ne produisent pas de façon détectable la COX-2 et 
chez qui le traitement au resvératrol induit une diminution de la quantité de PGE2. Les 
lignées KLE et TOV-1078D, n'exprimant pas des niveaux détectables de ni l'une ni 
l'autre des COXs, produisent tout de même un taux basal de PGE2 • Ceci s'explique par 
le fait que le produit utilisé pour la détection des protéines par immunobuvardage, le 
"SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate", peut détecter une quantité 
minimale de protéine de 1O-15g (Mattson,1996). Toute quantité inférieure ne peut être 
détectée. Ces deux lignées cellulaires ont vu leur taux de PGE2 inchangé suite à un 
traitement au resvératrol, suggérant que le niveau des COXs n'était pas assez élevé pour 
détecter une activité du resvératrol. L'ensemble de ces résultats suggèrent que le 
resvératrol aurait une action sur l'activité de la COX-1 et de la COX-2. Pour confirmer 
cette hypothèse, des essais d'activité enzymatique sur la COX-1 et la COX-2 devront 
être effectués en présence de différentes doses en resvératrol et ce, pour les six lignées 
cellulaires à l'étude. 
Le resvératrol est connu pour ses effets antiprolifératifs sur différentes lignées 
cellulaires et différentes tumeurs dans un modèle animal (Carbo,1999; EIAttar,1999; 
Kampa,2000; Mgbonyebi,1998). Cet effet antiprolifératif mène à l'induction de la mort 
cellulaire apoptotique dans plusieurs cancers (Hsieh,1999; Kim,2004; Pozo-
Guisado,2002). Nous avons également démontré que le resvératrol induit, à fortes 
doses, une diminution de la prolifération cellulaire et une augmentation de la mort 
cellulaire apoptotique chez toutes les lignées cancéreuses utérines étudiées, sauf chez la 
lignée KLE qui elle demeure résistante au traitement au resvératrol. Les cellules KLE 
sont déjà connues pour être résistantes au cisplatine (Gagnon,2004a). Cette lignée 
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posséderait donc une particularité la rendant insensible aux agents chimiothérapeutiques 
dont le resvératrol. Le fait que la lignée KLE n'exprime pas de façon détectable les 
COXs pourrait en partie expliquer la résistance au resvératrol. Par contre, chez les 
cellules TOV-I078D, tout comme chez les cellules KLE, la production des COXs ne fut 
pas détectée et le resvératrol a tout de même induit une diminution de prolifération 
cellulaire et une augmentation de la mort apoptotique chez cette lignée. Ceci laisse donc 
croire que le resvératrol n'aurait pas une action unique au niveau de l'activité 
enzymatique des COXs. Le resvératrol pourrait possiblement agir sur une ou plusieurs 
autres cibles cellulaires impliquées dans le cancer endométrial humain. 
Étant donné l'action possible du resvératrol sur une ou plusieurs autres cibles que 
les COXs, nous avons donc voulu déterminer le rôle du resvératrol au niveau de 
différentes voies de signalisation cellulaire. Tout d'abord, nous avons étudié l'effet du 
resvératrol au niveau de la voie de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-k). Il a été 
prouvé qu'une défaillance au niveau de la régulation de cette voie de survie cellulaire 
était souvent impliquée dans des cas de cancers utérins (Kanamori,2001; Uegaki,2005). 
Au niveau du cancer du sein, le resvératrol a la capacité de moduler la voie de la PI 3-k 
via le récepteur ER-a à l'œstrogène permettant ainsi une diminution de la prolifération 
cellulaire (Pozo-Guisado,2004). Avec un traitement au L Y294002, un inhibiteur de la 
protéine PI 3-k, nous avons voulu déterminer si le resvératrol avait également la capacité 
de moduler cette voie de signalisation cellulaire au niveau de l'utérus. Aucune autre 
étude n'a été menée afin de trouver l'effet possible du resvératrol au niveau de la voie de 
la PI 3-k dans des cas de cancers utérins. Comme nous l'avions déjà démontré (St 
Germain,2004), le L Y294002 a effectivement permis d'inhiber la prolifération cellulaire 
des cellules cancéreuses utérines, mais le resvératrol n'a pas permis de modifier l'action 
du L Y294002, ce qui veut dire que le resvératrol utilise une autre voie que la PI 3-k pour 
son action au niveau des cancers utérins. La protéine kinase A (PKA) est présente dans 
une voie de signalisation cellulaire dont la suractivation peut être impliquée dans 
différents cancers gynécologiques (Dabizzi,2003; McDaid,1999). En ce qui concerne 
cette protéine, on ne retrouve aucune étude dans la littérature scientifique qui ait été 
effectuée avec le resvératrol. Nous avons démontré que le resvératrol, au niveau du 
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cancer de l'endomètre, n'interfère pas avec l'action de la protéine PKA, puisque nous 
avons observé le même patron de prolifération cellulaire lors des tests de prolifération 
cellulaire avec le resvératrol seul ou en combinaison avec un inhibiteur de PKA, le KT 
5720. Dans plusieurs types de cancers, la protéine kinase C (PKC) est impliquée dans 
les processus de cancérisation (Connor,1997; Pan,2005). Des études ont suggéré que le 
resvératrol a la capacité d'inhiber la PKC (Atten,2001; Slater,2003). Par contre, tout 
comme Stewart et al. (2000), nous avons démontré que le resvératrol n'agissait pas au 
niveau de la PKC. Finalement, nous avons étudié la possibilité que l'action du 
resvératrol se fasse via les voies de signalisation cellulaire des protéines MAP-kinases 
("mitogen activated proteins-kinases"), ces dernières étant notamment impliquées dans 
le cancer de l'endomètre (Ianiguchi,2003). Le resvératrol peut induire une diminution 
de la phosphorylation des protéines ERK-II-2, JNK-l et p38, toutes impliquées dans la 
voie de survie cellulaire des MAP-kinases, dans les muscles lisses des artères coronaires 
(El Mowafy, 1999). Pour ce qui est du cancer de l'endomètre, nous avons démontré pour 
la toute première fois que le resvératrol n'agit pas au niveau de p38 MAPK et de MEK-
1, deux protéines impliquées dans la voie des MAP-kinases. Dans les cas de cancers 
endométriaux, le resvératrol interfère donc avec d'autres voies de signalisation cellulaire 
que celles étudiées dans la présente étude. Une voie de signalisation cellulaire qui n'a 
pas été examinée est la voie de NF-KB. La protéine NF-KB induit l'expression du gène 
de la COX-2 (St Germain,2004),· mais aussi l'expression de différents autres gènes 
permettant la prolifération cellulaire, l'angiogénèse, la motilité, la migration et 
l'inflammation des cellules (Nakanishi,2005). NF-KB est présent dans le cytoplasme, 
mais il est séquestré par une protéine nommée IKB. L'activation de la protéine Akt, 
donc sa phosphorylation, entraîne une activation de IKB-kinase. La protéine IKB-kinase 
permet la phosphorylation et la dégradation de IKB, donc la libération du facteur de 
transcription nucléaire NF-KB. On sait maintenant que le resvératrol inhibe l'activité de 
IKB-kinase (Estrov,2003; Holmes-McNary,2000), favorisant ainsi la séquestration de la 
protéine NF-KB, l'empêchant donc d'effectuer toutes ses actions pro-cancers. Ainsi, des 
essais de prolifération cellulaire au MIT avec un inhibiteur de IKB-kinase en présence 
de resvératrol pourraient être effectués afin de déterminer si le resvératrol utilise cette 
voie de signalisation au niveau du cancer de l'endomètre humain. Advenant un résultat 
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positif, des analyses de type Western Blot devront être effectuées à l'aide d'un anticorps 
contre lill-kinase et avec des anticorps contre les autres protéines de cette voie de 
signalisation cellulaire et ce, chez les six lignées cancéreuses utérines traitées avec 
différentes doses en resvératrol. Ainsi, il serait possible de cibler plus précisément au 
niveau de quelle (s) protéine (s) est l'action du resvératrol. 
Il y a plusieurs voies de signalisation cellulaire à l'intérieur d'une cellule, donc 
plusieurs cibles potentielles. Il est difficile d'étudier, chez chacune des cibles, l'effet du 
resvératrol. Par contre, il existe maintenant une technologie qui permet de le faire: les 
puces à ADN ou "microarrays". Les puces d'ADN sont de petites plaques avec des 
milliers de petites puces contenant chacune des oligonucléotides correspondant à des 
gènes. Les ARNs extraits des échantillons à tester sont marqués (ex.: avec un 
chromophore) lors de la rétrotranscription en ADN complémentaire (ADNc). L'ADNc 
peut alors se fixer à son oligonucléotide complémentaire sur la puce d'ADN. Après 
acquisition des images d'hybridation, la quantification des signaux d'hybridation reflète 
le niveau d'expression, dans l'échantillon initial, de chacun des gènes représentés sur la 
puce. Il sera donc possible de visualiser la différence d'expression des gènes suite à un 
traitement au resvératrol des lignées cellulaires à l'étude. Ainsi, il sera plus facile de 
cibler les gènes régulés par un traitement au resvératrol. Par contre, cette méthode ne 
peut pas nous dévoiler l'action du resvératrol en ce qui concerne la traduction en 
protéine ou encore si le resvératrol a une action sur l'activité enzymatique des protéines. 
Cette méthode sert surtout à nous orienter vers une voie de signalisation cellulaire ciblée 
par le resvératrol. 
Dans le but de vérifier si la combinaison avec un autre inhibiteur de COXs pouvait 
augmenter l'effet du resvératrol, des tests de prolifération cellulaire ont été effectués 
avec une combinaison de NS-398, un inhibiteur de COX-2, et le resvératrol. Étant 
donné que le NS-398 inhibe la prolifération cellulaire des cellules cancéreuses de 
l'endomètre via l'inhibition de la COX-2 (Gao,2004), il aurait dû inhiber la prolifération 
cellulaire de toutes les cellules exprimant la COX-2. Par contre, il a seulement inhibé la 
prolifération cellulaire de deux des trois lignées possédant la COX-2, soient RL-95-2 et 
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Ishikawa, mais n'a pas fait diminuer la prolifération cellulaire des cellules HeLa. 
L'équipe de Sales et al. (2002) explique ceci par le fait que la surexpression de COX-I 
chez les cellules HeLa entraîne une expression de COX-2, des récepteurs de la PGE2 
modulant l'AMPc et des facteurs angiogéniques Ang-l et Ang-2. Donc, malgré 
l'inhibition de la COX-2, d'autres mécanismes compensent grâce à la surexpression de 
COX-l. Le NS-398 peut donc agir sur les cellules RL-95-2 qui expriment seulement la 
COX-2, car n'exprimant pas la COX-l, les cellules de cette lignée n'induisent pas les 
mécanismes de compensation décrits précédemment. Pour ce qui est des cellules 
Ishikawa, elles expriment la COX-l, donc les mécanismes de compensation, mais a un 
niveau inférieur aux cellules HeLa. De plus, la surexpression du récepteur inhibiteur 
EP3 dans cette lignée pourrait en partie expliquer la diminution de prolifération 
cellulaire, malgré la présence de COX-l. Puis, le NS-398 inhibe également la lignée 
cellulaire TOV-I078D qui n'exprime ni COX-l, ni COX-2, ce qui pourrait impliquer 
une action non spécifique du NS-398. Certaines équipes confirment que le NS-398 n'a 
pas seulement une action spécifique à la COX-2 (Hung,2000; Minter,2003). Pour ce qui 
est du resvératrol en présence de NS-398, le patron de prolifération cellulaire provoqué 
par différentes doses en resvératrol ne fut pas affecté par la présence de NS-398, 
indiquant ainsi qu'une combinaison d'inhibiteurs de COXs n'augmente pas l'effet du 
resvératrol seul. Le resvératrol n'a donc pas la capacité d'interagir en synergie avec la 
molécule inhibitrice de la COX-2, le NS-398. Une autre étude va dans le même sens et 
démontre également que le resvératrol n'a pas la capacité d'agir en synergie, mais cette 
fois-ci avec une molécule chimiothérapeutique, le paclitaxel (Kubota,2003). En effet, le 
resvératrol combiné au paclitaxel au niveau du cancer du foie a le même effet que le 
resvératrol employé seul. Afin de déterminer si le resvératrol peut agir en synergie avec 
d'autres molécules chimiothérapeutiques au niveau du cancer endométrial humain, il 
serait important d'effectuer d'autres essais de prolifération cellulaire avec des molécules, 
telles le paclitaxel, le cisplatine et la doxorubicine, en combinaison avec le resvératrol. 
Pour ce qui est de l'effet du resvératrol sur l'activité PGE2, des essais de 
prolifération cellulaire ont été effectués en présence de différentes doses de resvératrol et 
de PGE2. La prolifération cellulaire n'est pas induite chez les cellules cancéreuses 
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Ishikawa en présence de PGE2,. Pourtant la lignée cellulaire Ishikawa expriment 
l'ARNm des récepteurs à la PGE2, surtout du récepteur EP3. L'incapacité de la PGE2 à 
induire la prolifération cellulaire chez cette lignée pourrait s'expliquer par le fait qu'il y 
a peut-être un problème au niveau de la traduction de l'ARNm du récepteur en protéine. 
Pour confirmer ceci, des analyses de type Western blot avec l'anticorps spécifique au 
récepteur EP3 devront être effectuées. Une autre explication viendrait également du fait 
que le récepteur peut être présent, mais non fonctionnel. Dans ce cas, des tests d'activité 
du récepteur devront également être effectués. L'explication la plus plausible demeure 
toutefois le fait que le récepteur EP3 à la PGE2 est généralement associé à une 
diminution d'AMPc intracellulaire. Il est donc un récepteur inhibiteur et ne permettrait 
pas la prolifération cellulaire (Narumiya,1999). L'équilibre entre la présence du 
récepteur EP3 inhibiteur et la présence plus faible des trois autres récepteurs activateurs 
pourrait expliquer le fait que la prolifération cellulaire des cellules Ishikawa reste 
inchangée suite à différentes doses en PGE2. Pour confirmer ceci, du RT-PCR 
quantitatif et des analyses de type Western blot devront être effectués pour chaque 
isoforme du récepteur EP3. Les cellules cancéreuses TOV-I078D, quant à elle, ne 
produisent pas de PGE2 et possèdent des taux quasi-indétectables d'ARNm des quatre 
récepteurs à la PGE2, ce qui explique le fait que différentes doses en PGE2 n'induisent 
pas la prolifération cellulaire. Le resvératrol agit sur la prolifération cellulaire des deux 
lignées cellulaires de la même manière en absence ou en présence de PGE2, ce qui 
indique que le resvératrol n'a pas d'action directe sur la PGE2• Bien que le resvératrol 
permet une diminution de la production en PGE2, elle n'agit pas sur l'activité de la 
PGE2. 
Dans la présente étude, tout porte à croire que le resvératrol à un potentiel effet 
anti-cancérigène au niveau du cancer de l'endomètre chez la femme. L'objectif de cette 
étude n'était pas de déterminer une dose efficace, mais bien de déterminer si le 
resvératrol a ou non un effet au niveau du cancer endométrial humain. Bien que 
l'efficacité varie d'une lignée cellulaire à une autre (ex.: le resvératrol est plus efficace 
chez les cellules Ishikawa que chez les cellules RL-95-2), nous avons tout de même 
démontré que le resvératrol induit l'apoptose chez cinq des six lignées cellulaires à 
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l'étude. Par contre, on remarque que les effets sont plus prononcés à forte dose, soit à 
100 f..I.M en resvératrol. Dans ce sens, cela indique que le resvératrol devra être 
consommé à forte dose pour être efficace. Par contre, la concentration en resvératrol de 
la majorité des vins rouges dépasse rarement 65 f..I.M. La question est de savoir si, à cette 
concentration, le resvératrol a un effet sur les cellules cancéreuses de l'endomètre. En ce 
qui concerne la prolifération cellulaire, nous avons pu remarquer une diminution de la 
prolifération cellulaire de toutes les lignées cellulaires étudiées sauf des cellules KLE 
pour cette dose. Par contre, pour ce qui est de l'effet du resvératrol sur l' apoptose et la 
production en PGE2, nous avions seulement ciblé trois doses (0, 10 et 100 f..I.M) Il nous 
est donc impossible de savoir l'effet du resvératrol aux doses se situant entre celles-ci. 
On ne peut donc pas savoir si ces concentrations sont efficaces. Pour le savoir, cette 
même étude devra être effectuée avec les différentes concentrations fréquemment 
retrouvées dans ces vins rouges. 
Considérant le fait que le resvératrol est présent en concentration suffisante pour 
avoir un effet anti-cancer sur des lignées cancéreuses, il faut toutefois considérer le fait 
que chez l'humain, le resvératrol doit être absorbé par l'organisme et se rendre au tissu 
cible, dans ce cas l'utérus, afin d'y effectuer son action. Donc, malgré le fait que le 
resvératrol soit en concentration suffisante, il doit être fortement absorbé par l'intestin 
afin d'aller effectuer son action. Quelques études ont été publiées à ce sujet. On sait 
que le resvératrol est absorbé indépendamment du repas avec lequel s'est pris la 
consommation en vin rouge (Vitaglione,2005). En effet, que le resvératrol soit 
consommé avec un repas normal, pauvre ou riche en lipide, la quantité de resvératrol 
absorbée au niveau intestinal sera la même. Par contre, une récente étude dénote que 
75% de la quantité de resvératrol absorbée est rapidement excrétée dans les urines et les 
fèces (Wenzel,2005). Donc, lorsque l'on consomme un vin rouge à forte concentration 
en resvératrol, la majorité du resvératrol serait rapidement éliminé, ne pourrait donc pas 
agir. On se retrouvera alors avec une faible concentration en resvératrol. Il faut alors se 
demander si les très faibles concentrations en resvératrol ne pourraient pas avoir un effet 
anti-cancer, tout comme les très fortes concentrations. Dans ce cas, une étude semblable 
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à celle-ci devra être effectuée, mais cette fois-ci avec des concentrations très faibles, de 
l'ordre du nanomolaire, voire même plus faibles. 
Ainsi, la présente étude démontre un potentiel anti-cancer du resvératrol au niveau 
de l'endomètre à fortes doses, mais le fait que cette molécule soit rapidement 
métabolisée par l'organisme nous porte à croire qu'une consommation régulière et 
modérée en vin rouge ne serait peut-être pas la bonne solution pour prévenir ces cancers. 
Par contre, des études avec des cellules saines préalablement traitées au resvératrol et, 
par la suite, mises en contact avec divers éléments cancérigènes pourraient nous 
renseigner davantage sur l'effet préventif du resvératrol. Dans un autre ordre d'idée, la 
possibilité d'utiliser le resvératrol comme traitement contre ce cancer serait peut-être 
plausible. Dans ce cas, le resvératrol devra être extrait ou synthétisé afin d'avoir accès 
rapidement à des doses plus importantes. Sachant qu'une petite partie du resvératrol 
ingéré aura la possibilité d'agir, des traitements utilisant des doses encore plus élevées 
que 100 !lM en resvératrol pourrait être envisagés. De plus, d'autres voies 
d'administration du traitement au resvératrol pourraient être utilisées. En effet, le 
resvératrol, s'il était administré directement dans l'utérus par la voie vaginale, aurait une 
action plus directe, donc une dose de l'ordre du 100 !lM pourrait être envisagée comme 
traitement. Une autre voie d'administration qui serait plus efficace serait la voie 
intraveineuse. Dans ce cas, la quantité totale de resvératrol administrée se retrouverait 
dans le sang, sans avoir à traverser les barrières du système gastro-intestinal, et pourrait 
alors agir directement sur la cible, dans ce cas-ci l'endomètre. 
Ce présent travail n'est qu'un premier pas dans l'étude future des effets du 
resvératrol au niveau du cancer de l'endomètre chez l'humain. En effet, cette étude n'a 
été effectuée que sur six lignées cancéreuses utérines. Il serait donc important 
d'examiner les effets du resvératrol sur d'autres lignées cellulaires et sur des biopsies de 
cancers endométriaux afin d'approfondir nos connaissances sur les mécanismes d'action 
du resvératrol. De plus, des études sur des cellules saines de l'endomètre devront être 
effectuées. En effet, il est important de savoir si le resvératrol est aussi bénéfique dans 
des conditions dites normales. Bien que nous sommes encore loin de conclure hors de 
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tout doute de l'effet du resvératrol, il nous faudra effectuer des études cliniques et 
épidémiologiques avec cette molécule si l'on veut, un jour, envisager un traitement des 
cancers endométriaux. 
En conclusion, cette étude démontre, pour la toute première fois, l'effet du 
resvératrol sur la production en PGE2, la prolifération et la mort cellulaire chez six 
lignées utérines cancéreuses humaines. En effet, le resvératrol induit une diminution de 
la prolifération cellulaire et une mort apoptotique chez toutes les lignées cellulaires 
possédant la COX-I et/ou la COX-2 (HeLa, HEC-I-A, RL-95-2 et Ishikawa) et ce, par 
l'inhibition probable de l'activité des COXs, par conséquent, par une diminution de la 
production en PGE2• Par contre, le resvératrol agit de manière différente chez les deux 
lignées cellulaires n'exprimant ni COX-l, ni COX-2 (KLE et TOV-I078D). La lignée 
KLE est résistante au resvératrol alors que ce dernier induit l'apoptose chez la lignée 
TOV-I078D. Donc, dans les cas de cancers de l'endomètre, le resvératrol peut avoir 
une autre cible que l'activité des COXs, mais il n'agit pas au niveau de la PI 3-k, PKA, 
PKC, MEK-I et p38 MAPK. Des études futures seraient nécessaires pour examiner 
différentes cibles potentielles du resvératrol dans l'utérus humain. Un traitement des 
cancers endométriaux au resvératrol est encore loin d'être envisagé. Par contre, cette 
étude démontre une fois de plus les bienfaits potentiels de cette molécule d'avenir: le 
resvératrol. 
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